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Imagen: Foto tomada en 1944 que muestra como la penicilina era producida en masa, 








La introducción de los antibióticos en la práctica clínica supuso una auténtica revolución 
en la medicina. Su utilización no solo sirvió para convertir a una de las principales causas de 
muerte del siglo XX, las enfermedades infecciosas, en enfermedades curables, si no que propició 
el avance de la medicina y la cirugía. Por todo ello, los antibióticos han permitido el alcance de 
hitos médicos que han mejorado sustancialmente la calidad de vida de las personas, 
permitiendo el aumento de la esperanza de vida. No obstante, poco tiempo después de empezar 
a utilizarse los antibióticos, se observó la aparición de bacterias capaces de sobrevivir al efecto 
antibacteriano de los mismos. En principio, la aparición de estas resistencias antimicrobianas 
fue una consecuencia natural asociada al uso de los antibióticos. Sin embargo, a raíz de su uso 
incorrecto e indiscriminado, tanto en medicina humana, veterinaria como en agricultura, este 
fenómeno natural se aceleró de tal forma, que la velocidad de aparición de las resistencias 
superó la velocidad de descubrimiento de nuevas moléculas antimicrobianas. 
Consecuentemente, la situación actual a nivel mundial es crítica, puesto que nos enfrentamos a 
patógenos que son capaces de resistir a la totalidad de antibióticos disponibles, lo cual amenaza 
con acercarnos a la era post-antibiótica.  
Para poder frenar el avance de las resistencias, es necesario conocer cómo éstas 
evolucionan y se transmiten, con el fin de predecir la emergencia de nuevos medios de 
propagación y de nuevos mecanismos de resistencia. Las resistencias no se circunscriben a un 
determinado nicho, sino que son capaces de seleccionarse, evolucionar y diseminarse entre 
distintos ambientes.  Además hay que tener en cuenta que los antibióticos que se usan en 
medicina humana, son los mismos que se utilizan en medicina veterinaria y en agricultura, si 
bien es cierto que actualmente en animales de abasto y en agricultura, su uso está más regulado 
y solo se pueden utilizar antibióticos que hayan sido autorizados. Es por tanto fundamental para 
conocer la verdadera ecología de los mecanismos de resistencia, estudiarlos, no solo en el 
ámbito de la medicina humana, sino también en el animal y en el ambiental.  
Las tetraciclinas, los aminoglucósidos y las polimixinas son un claro ejemplo de familias 
de antibióticos que están siendo utilizadas en salud pública, sanidad animal e incluso en 
agricultura. Algunos miembros de estas familias, como la tigeciclina o la colistina, forman parte 





utilización se restrinja al tratamiento de infecciones causadas por microorganismos 
multirresistentes. Por lo tanto, el estudio y caracterización de los mecanismos de resistencia a 
estos antibióticos, en el ámbito animal, ambiental y humano, es fundamental para desarrollar 
medidas de prevención del avance de las resistencias y preservar la funcionalidad de estos 
antibióticos de tremenda importancia para la salud humana. 
Las enterobacterias son una familia de bacterias capaces de producir infecciones tanto 
en animales como en el ser humano. Son una de las principales causas de enfermedades 
nosocomiales. La aparición enterobacterias resistentes a antibióticos de importancia clínica está 
incrementándose, de tal manera que su asociación con betalactamasas de espectro ampliado o 
carbapenemasas las sitúa dentro de las bacterias más peligrosas.  
Por este motivo, el objetivo de esta tesis doctoral es la identificación y caracterización 
de mecanismos de resistencia frente a antibióticos de importancia clínica, presentes en 
enterobacterias aisladas de animales de compañía, del medio ambiente y de pacientes 
hospitalizados. 
La tigeciclina, el primer y único miembro de la nueva clase de tetraciclinas, las 
glicilciclinas,  cuyo uso está restringido al ámbito hospitalario en medicina humana, como terapia 
de elección para el tratamiento de determinadas infecciones (piel, intraabdominales, 
neumonías) causadas por bacterias multirresistentes. Su principal mecanismo de resistencia es 
la sobreexpresión de bombas de eflujo, que extruyen el antibiótico al exterior celular impidiendo 
que alcance su diana de actuación, el ribosoma bacteriano. Hasta ahora, la resistencia a 
tigeciclina siempre había sido descrita en aislados clínicos procedentes de muestras humanas. 
Sin embargo, en esta tesis doctoral describimos los primeros aislados resistentes a tigeciclina 
obtenidos de cepas animales, concretamente dos Klebsiella pneumoniae aisladas de la orina de 
dos perros. Pese a ser aislados de animales de compañía, los sequence types a los que 
pertenecen las dos cepas indican, que ambas cepas son clones mundialmente distribuidos de 
origen humano. El mecanismo involucrado en la resistencia a tigeciclina es una bomba de eflujo, 
no obstante, no es la principal bomba responsable de la resistencia a tigeciclina en K 
pneumoniae. La identificación de estos dos aislados de origen humano en animales, pone de 
manifestación la transmisión y adaptación de clones entre nichos. Al mismo tiempo abre nuevas 
vías de diseminación para la resistencia a tigeciclina, lo cual favorecerá a incrementar la 
velocidad de propagación de la misma.  
Los aminoglucósidos son un grupo de antibióticos de gran importancia clínica, 
principalmente se utilizan en el tratamiento de infecciones producidas por bacterias Gram 




negativas, aunque también por Gram positivas. Existen varios mecanismos que confieren 
resistencia a aminoglucósidos, entre los cuales destacan las metiltransferasas del ARNr 16S, 
debido a que confieren un elevado nivel de resistencia a prácticamente todos los 
aminoglucósidos disponibles en la práctica clínica. Además, estas enzimas suelen ir 
acompañadas de otros genes que confieren resistencia a otros antibióticos como betalactámicos 
o carbapenemas. En esta tesis doctoral quisimos estudiar como evolucionaban las bacterias y 
los plásmidos que portaban estas metiltransferasas dentro de un hospital en India, con el fin de 
poder desarrollar métodos de detección rápida que sirvieran para frenar su diseminación. Para 
ello, llevamos a cabo técnicas de secuenciación masiva sobre, 54 aislados clínicos obtenidos de 
muestras humanas, y sus transformantes, portadores del plásmidos asociado a metilasas. 
Nuestros resultados identificaron la presencia de dos clones predominantes diseminados por 
todo el hospital. Uno de ellos más reciente por la escasa variabilidad observada tanto en el 
núcleo de la bacteria como el plásmido. El otro también mostraba escasa variabilidad en el 
núcleo bacteriano pero sin embargo su plásmido era mucho más variable. Todos los aislados 
tenían en su genoma el gen fosA pese a que eran susceptibles a fosfomicina, (todos excepto 
uno). La fosfomicina, que es un antibiótico que aún no se comercializa en India, se quiere 
introducir con el fin de ser utilizada en el tratamiento de infecciones producidas por 
microorganismos multirresistentes, debido a los bajos niveles de resistencia que se han 
observado. Sin embargo, como resaltamos en esta tesis, las bacterias multirresistentes pueden 
tener genes de resistencia a fosfomicina silenciados, que mediante mutaciones pueden revertir 
la susceptibilidad fácilmente, y acabar con la funcionalidad de la fosfomicina.  
El reciente descubrimiento del primer mecanismo de resistencia a colistina mediado por 
plásmidos, mcr-1, generó gran preocupación en la comunidad médica. Hasta entonces, la 
resistencia a colistina había sido mediada por mecanismos cromosómicos, de transmisión 
únicamente vertical, y por tanto, más lenta. Sin embargo, la diseminación de resistencia a 
colistina mediada por plásmidos, podía incrementar la ineficacia de la colistina en el tratamiento 
de infecciones, y puesto que este antibiótico se utiliza como último recurso, supondría la falta 
de opciones terapéuticas. Desde que se identificó mcr-1, este gen y sus variaciones han sido 
identificados en multitud de cepas de origen humano, animal y en alimentos. No obstante, han 
sido muy escasos los aislados portadores del gen, procedentes del medio ambiente, lo cual 
sugería que mcr-1 se encontraba circulando confinado al mundo animal y humano. En esta tesis 
doctoral identificamos un amplio número de enterobacterias procedentes de aguas residuales 
previas al tratamiento, obtenidas de distintas plantas depuradoras de la ciudad de Barcelona. El 





proveían de ambas plantas depuradoras, demostrando que ambos clones se encuentran 
circulando entre la población sana de Barcelona. Asimismo, la presencia de mcr-1 en bacterias 
procedentes de estaciones de tratamiento de aguas depuradoras, implica la liberación directa 
de estos clones al medio ambiente. Sorprendentemente, uno de los aislados portadores de mcr-
1 no presentaba fenotipo de resistencia de colistina, sin embargo, su transformante si exhibía 
fenotipo de resistencia a colistina. De nuevo, observamos un fenómeno de silenciación de genes, 
lo cual dificulta su detección y favorece su diseminación.  
Como conclusión, esta tesis ayuda a tener un mayor conocimiento, sobre la evolución y 
vías de propagación de mecanismos de resistencia relevantes para la salud pública. Dicho 
conocimiento podrá ser utilizado para adoptar medidas de control, que ayuden a frenar el 
avance  de las resistencias antimicrobianas, y predecir la emergencia de nuevos mecanismos de 







The inclusion of antibiotics in clinical practice lead to a major revolution in medicine. 
Their use not only made infectious diseases curable, one of the main death causes of the 20th 
Century, but also enabled great advances in medicine and surgery. Ergo, antibiotics have helped 
achieve medical milestones which have substantially improved human quality of life, and 
increased life expectancy. Albeit, shortly after starting using them, it was observed how certain 
bacteria were surviving the antibiotics. At first it was thought that this antibacterial resistance 
was a natural consequence, linked to the use of antibiotics. However, due to the incorrect and 
indiscriminate use of antibiotics in human medicine, veterinary and agriculture, this natural 
phenomenon sped up in such way that the rate of resistance overcame that of the discovery of 
new antibiotic molecules. Consequently, the current worldwide situation is critical, as we are 
fighting pathogens which are able to resist the totality of available antibiotics, and threatens to 
put an end to the antibiotic era. 
In order to be able to stop the advance of antibiotic resistance, it is necessary to 
understand how it evolves and transmits, with the goal of predicting the emergence of of new 
resistance mechanisms. Resistances are not circumscribed to a certain niche, as they are able to 
discriminate, evolve and disseminate among different environments. It’s important to bear in 
mind that antibiotics are also used in veterinary medicine and agriculture, where their use is on 
the other hand more strictly regulated, and only  those authorized can be used. It is 
fundamental, therefore, to study resistance mechanisms in order to understand their true 
ecology not only in human medicine, but in animals and environments. 
Tetracyclines, aminoglycosides and polymyxins are clear examples of antibiotic families 
used in public healthcare. Some of these family members, like tigecycline or colistin, are part of 
the last resort antibiotics, named this way to promote their restricted use in treatment for 
infections caused by multiresistant microorganism. The study and characterization of the 
resistance mechanisms towards these antibiotics is therefore fundamental in the animal, 
environmental and human scopes, towards developing progress-preventing measures, and 





Enterobacteria are a family of bacteria capable of producing infections in both humans 
and animals. They are one of the main causes for nosocomial disease. The appearance of 
enterobacteria, resistant to relevant clinical antibiotics, is increasing in such a way that their 
association to betalactamasas of amplified spectrum, or carbapenemasas, positions them as one 
of the most dangerous bacteria. 
Because of this, the goal of the present doctoral thesis is the identification and 
characterization of resistance mechanisms against clinically important antibiotics, present in 
enterobacteria isolated from domestic animals, from the environment, and from hospitalized 
patients. 
Tigecycline is the first and only member of the new tetracycline class, glycyclines, and is 
restricted to hospital scopes in human medicine as selective therapy for certain infection 
treatments (skin, intraabdominal and pneumonia) caused by multiresistant bacteria. Its main 
resistance mechanism is the overexpression of efflux pumps, which extrude the antibiotic to the 
cell exterior, preventing it from actuating in its target, the bacterial ribosome. Up until now, 
resistance to tigecycline had always been described in clinical isolated from human samples. In 
this doctoral thesis we describe the first tigecycline resistant isolates, belonging to animal 
strains; specifically two Klebsiella pneumoniae isolates from the urine of two different dogs. 
Even though the isolates came from domestic animals, the sequence types to which both strains 
belong indicate that they are human originated clones that have been globally distributed. The 
mechanism involved in the resistance to tigecycline consists of an efflux pump, but this is not 
the main pump responsible for tigecycline in K. pneumoniae. The identification of these two 
isolates of human origin in animals, is evidence of the transmission and adaptation of clones 
between niches. At the same time, it opens new dissemination gateways for tigecycline 
resistance, which would help increase its propagation speed. 
Aminoglycosides are an antibiotic group of great clinical relevance, mainly used for 
infections caused by negative Gram bacteria, although also for those caused by positive Gram 
bacteria. There are several mechanisms granting resistance to aminoglycosides, among which 
methyltransferases from ARNr 16S outstands, due to its empowering of high resistance levels to 
all aminoglycosides available in clinical practice. These enzymes are usually also joined by other 
genes which grant resistance to other antibiotics such as betalactamics or carbapenemas. For 
this doctoral thesis, our goal was to study how these bacteria and plasmids, carrying the 
methyltransferases, evolved inside a hospital in India. Our goal was to develop quick detection 
methods which would allow to slow down their dissemination. We carried out massive 




sequencing techniques across 54 clinical isolates, obtained from human samples, and their 
transformants, carriers of the methylases-linked plasmids. Our results identified the presence of 
two predominant clones which had been disseminated across the whole hospital. One of them 
was newer because of the low variation observed in both the bacteria’s core and plasmid. The 
other one also displayed low variation in its bacterial core, but had a much more variable 
plasmid. All of the isolates had the fosA gene in their genome, even while most were susceptible 
to fosfomycin (all except one). Fosfomycin, an antibiotic which is yet to be commercialized in 
India, is intended to be made available in order to be applied for treatment of infections 
produced by multiresistant microorganisms, due to the low levels of resistance which have been 
observed. Even so, as we highlight in this thesis, multiresistant bacteria can carry silent 
fosfomycin resistance genes, which can easily revert the susceptibility by means of mutations, 
putting an end to the effectiveness of fosfomycin. 
The recent discovery of mcr-1, the first colistin resistance mechanism mediated by 
plasmids, generated a great concern among the medical community. Up until then, colistin 
resistance had been mediated by chromosomal mechanisms, of vertical transmission 
exclusively, and therefore slower. The dissemination of plasmid mediated colistin resistance 
would decrease the effectiveness of colistin in infection treatments. Due to the fact that this 
antibiotic is used as a last resort, it would mean a void in therapeutic options. Since mcr-1 was 
identified, this gene and its variations have been identified in multiple human origin strains, 
animals and food. Even so, isolates porting the gene in the environment have been scarce, which 
would suggest mcr-1 was circulated but confined to the animal and human scopes. In this 
doctoral thesis we identify an ample number of enterobacteria which proceed from residual 
waters, previous to treatment, obtained from two different water treatment plants in Barcelona. 
The phylogenetic analysis of these revealed the existence of two predominant E. coli clones, 
which came from both treatment plants, demonstrating the circulation of the both clones 
among the healthy population. Also, the presence of mcr-1 in bacteria belonging to water 
treatment plants, implies the direct release of these clones into the environment. Surprisingly, 
one of the mcr-1 porting isolates, did not display the resistance phenotype to colistin. Even so, 
its transformation did display the resistance phenotype, once more demonstrating the gene 
silencing phenomenon, which makes detection difficult and favours dissemination. 
As a conclusion, this thesis allows to achieve a better knowledge about the evolution 
and propagation pathways of resistance mechanisms, relevant to public health. This knowledge 





























































I. ANTIBIÓTICOS, RESISTENCIAS Y CONCEPTO ONE HEALTH 
 
 
Inicialmente el término antibiótico fue utilizado para denominar a aquellas sustancias 
de origen natural o semisintético, producidas por microorganismos o procedentes de la 
modificación química de los mismos, capaces de inhibir el crecimiento o incluso destruir 
bacterias y otros microorganismos (White RJ, 2012; Mohr KI, 2016). Sin embargo, hoy en día 
este término se ha extendido para referirse a sustancias naturales, semisintéticas o 
exclusivamente sintéticas, producidas a través de procesos de síntesis química en laboratorios, 
con actividad antibacteriana que no resulten extremadamente tóxicas para el hospedador 
(White RJ, 2012). 
El descubrimiento de los antibióticos revolucionó el mundo mejorando el tratamiento 
de las enfermedades infecciosas y transformando lo que hasta entonces eran enfermedades 
mortales (en Estados Unidos en 1900 el 45% de las muertes eran debidas a enfermedades 
infecciosas) en problemas de salud tratables (Mohr KI, 2016; Dodds DR, 2016). Este hecho 
supuso un antes y un después en la medicina, por lo que a la época previa al uso de los 
antibióticos se la conoce como era pre-antibiótica (Mohr KI, 2016). Gracias a la capacidad de los 
antibióticos de controlar las enfermedades infecciosas, la medicina y cirugía han conseguido 
desarrollarse hasta alcanzar grandes logros como la capacidad de realizar operaciones 
quirúrgicas complicadas (trasplantes, cirugías cardiacas, etc.) y tratamientos quimioterápicos; 
también ha mejorado y prolongado la calidad de vida de individuos inmunosuprimidos y/o con 
enfermedades crónicas (diabéticos, artritis reumatoide, enfermos de SIDA, etc.) (Ventola CL, 
2015).  Todo ello ha promovido el aumento de la esperanza de vida, que al principio del siglo XX 
se situaba en torno a unos 56 años y que actualmente se sitúa alrededor de los 80 años (Ventola 
CL, 2015).   
El uso de antibióticos en medicina veterinaria se inició paralelamente al uso en medicina 
humana (Economou V et al., 2015). Su utilización en animales de producción no solo estuvo 
orientada al tratamiento y prevención de enfermedades infecciosas, sino también a su uso como 





subterapéuticas producían un aumento en la ganancia de peso (Economou V et al., 2015). Su 
uso como promotores de crecimiento está desde 2006 prohibido en la Unión Europea, pero 
sigue siendo aceptado en otros países como Estados Unidos (Economou V et al., 2015). El tipo 
de antibióticos que pueden utilizarse está regulado y limitado a unos pocos, sin embargo, el 
consumo de los mismos está en aumento (Economou V et al., 2015). 
Después de la introducción de los antibióticos en la práctica clínica se pensaba que las 
infecciones serían historia, por lo que se descuidó su pauta de administración, empleándose de 
forma masiva tanto en medicina humana como veterinaria (Dijkmans AC  et al., 2015). Sin 
embargo, de manera casi simultánea a su descubrimiento, se observó que las bacterias eran 
capaces de desarrollar mecanismos que las hacían resistentes a los antibióticos (Ventola CL, 
2015). En general,  la mayoría de los genes que codifican esos mecanismos de resistencia están 
presentes de forma natural en la naturaleza, por lo que el uso de los antibióticos conduce 
inevitablemente a la aparición de resistencias (Collignon P, 2013). De tal manera que cuando se 
lanzaba al mercado un nuevo antibiótico pasaba poco tiempo hasta que se detectaban los 
primeros aislados resistentes (figura 1) (Mohr KI, 2016). Sin embargo, pese a que la resistencia 
antimicrobiana es un proceso evolutivo natural, el abuso e incorrecta utilización de los 
antibióticos en medicina humana, veterinaria y en agricultura, ha favorecido y acelerado de 
manera drástica el desarrollo, selección y la evolución de la resistencia  (Collignon P, 2013; 
Ventola CL, 2015).  
La rápida emergencia y diseminación de los mecanismos de resistencia antimicrobiana 
junto con la baja disponibilidad de nuevos antibióticos, ha cambiado completamente la situación 
de la medicina actual, retornándonos a la época donde la mortalidad por enfermedades 
infecciosas era elevada (Ventola CL, 2015; Dodds DR, 2016). Este aumento de la mortalidad junto 





las mayores amenazas para la Salud Pública a nivel mundial, pues pone en peligro todos los 
avances conseguidos por la medicina moderna (Ventola CL, 2015).  
 
 
El resistoma bacteriano está formado por todos los elementos genómicos presentes en 
una bacteria que codifican la resistencia antimicrobiana, pudiéndose encontrar tanto 
expresados como silenciados (Piffaretti JC, 2016). Estos elementos son potencialmente 
transferibles de unas bacterias a otras a través de elementos genéticos móviles como por 
ejemplo plásmidos (Piffaretti JC, 2016). Esta transferencia puede darse entre bacterias de la 
misma y de distintas especies, entre bacterias patógenas, comensales y oportunistas, de 
animales, humanos o que se encuentren presentes en el medio ambiente. Así mismo, las 
bacterias resistentes son capaces de transmitirse entre humanos, animales y el medio ambiente 
(Collignon P, 2013). Por lo tanto, para poder frenar el avance de la resistencia antimicrobiana es 
necesario que la abordemos en su totalidad a través del concepto de One Health, por el cual se 
reconocen las interconexiones directas e indirectas que existen entre los sectores humano-
Figura 1. Cronograma comparativo de la comercialización de los antibióticos y la aparición de 
resistencias. En verde se encuadran los antibióticos y el año de comercialización. En rojo se encuadra el 
año de identificación de la resistencia frente a un antibiótico en concreto y el microorganismo donde se 
identificó. XDR: extensamente resistentes. PDR: pan-resistentes. R: resistentes (CDC, 2013; Grossman TH, 





animal-medioambiental, y se solicita la colaboración e interacción entre los expertos de los tres 











A parte del grupo liderado por Selman Waksman, a principios de 1940 había pocos 
expertos en la búsqueda de microorganismos del suelo capaces de sintetizar sustancias 
antimicrobianas. La compañía farmacéutica Lederle creo un grupo liderado por Benjamin Minge 
Duggar que en 1945 identificó el que sería el primer miembro de la familia de las tetraciclinas, 
la clortetraciclina, procedente de un cultivo de Streptomyces aureofaciens (Bradford P. A et al., 
2012; Nelson ML, 2001). Poco tiempo después otra compañía farmacéutica, Pfizer, identificó un 
compuesto estructuralmente relacionado con la clortetraciclina que presentaba menos efectos 
secundarios y una mayor actividad, la oxitetraciclina (1948), producida por Streptomyces 
rimosus. Más adelante Pzifer modificó la estructura de la clortetraciclina para generar un nuevo 
compuesto más potente que los dos anteriores, la tetraciclina (1953). Gracias a su estructura 
más simple la tetraciclina se convirtió en la estructura genérica del grupo, otorgándole el 
nombre a la familia y, aunque en su origen fue semisintética, posteriormente se encontró la 
forma de producirla de forma natural mediante fermentación. A partir de entonces se 
descubrieron y sintetizaron múltiples compuestos como la demetilclortetraciclina, la doxiciclina, 
la minociclina, la rolitetraciclina, la limeciclina o la clomociclina (figura 2) (Bradford P. A et al., 
2012; Nelson ML et al., 2011; Chopra I et al., 2001 A). 
Después de un periodo de pausa en la investigación por sintetizar nuevas tetraciclinas 
se reinició el programa de investigación con el fin de obtener nuevas tetraciclinas activas contra 
patógenos que portaran elementos de resistencia contra las tetraciclinas ya comercializadas y 
consiguieran restaurar la utilidad de estos antibióticos.  La adición de una molécula de glicil 
amido en la estructura de la minociclina dio lugar a la tercera generación de tetraciclinas, las 







2.2 Estructura química 
Las tetraciclinas presentan un núcleo formado por 4 anillos lineales tetracíclicos 
fusionados, comúnmente llamados como A, B, C y D (figura 3). Cada uno de los anillos presenta 
distintos grupos funcionales en distintas posiciones, dando lugar a los distintos compuestos de 
la familia (determinarán el tipo de tetraciclina y su función). Los elementos esenciales para la 
actividad antibacteriana de la molécula son tanto la disposición lineal de los anillos fusionados 
Figura 2. Principales miembros de uso clínico de la familia de las tetraciclinas. En color azul están 
representados los antibióticos pertenecientes a la primera generación de tetraciclinas, en color amarillo 
los de la segunda generación y en color verde el de la tercera generación de tetraciclinas. Entre paréntesis 
se encuentra el nombre comercial y el año de comercialización (Nelson ML, 2001; Chopra I et al., 2001 A; 





como la presencia del grupo dimetilamino en posición 4 (Chopra I et al., 2001 A). La molécula 
puede dividirse en dos zonas. La zona inferior se corresponde con la zona no modificable de la 
molécula, ya que es la parte que interactúa con la subunidad 30S del ARNr. Por el contrario, la 
parte superior de la molécula sí que admite variaciones, de tal manera que el intercambio de 
grupos funcionales en esta zona puede mejorar o empeorar las características de la molécula 
como antimicrobiano (Domenico F, 2012).  
Las tetraciclinas son agentes quelantes que requieren de esta capacidad para ejercer su 
función, como veremos más adelante. Los sitios de quelación se sitúan en las posiciones 1, 2, 3, 
11, 12 de la estructura (Chopra I et al., 2001 A). La introducción de un grupo acilamido en la 
posición 9 del anillo tetracíclico D dio lugar a las glicilciclinas (Chopra I et al., 2001 B). Hoy en día 
se está trabajando en la modificación de la molécula en esta posición junto con la posición 8 con 
el fin de encontrar nuevas moléculas con actividad antimicrobiana altamente específica 
(Domenico F, 2012). Actualmente, la omadaciclina, el primer miembro perteneciente a un nuevo 




Figura 3. Estructura química común de las tetraciclinas.  Se representa el núcleo tetracíclico con los 
distintos radicales. En sombreado rojo se destaca el grupo dimetilamino, esencial para la actividad 
antibacteriana de la molécula. Bajo el arco naranja se encuentra la zona susceptible a modificaciones 
para la mejora de las características antimicrobianas de la molécula. La zona sombreada en verde incluye 
la parte de la molécula que contactará con la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. La zona coloreada 
en azul se corresponde con la zona susceptible de modificaciones para la tercera generación de 





2.3 Mecanismo de acción  
Las tetraciclinas forman parte del grupo de antibióticos que inhiben la síntesis proteica 
junto con los aminoglucósidos, rifampicina, macrólidos, linezolid, nitrofuranos, clindamicina, 




En particular, las tetraciclinas inhiben la síntesis proteica mediante su unión reversible 
e interacción con la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, de tal manera que bloquea 
estéricamente el acoplamiento del aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma durante la elongación 
de la proteína, impidiendo que se incorporen aminoácidos a la cadena peptídica (Grossman TH, 
2016). Las tetraciclinas presentan múltiples lugares de interacción en la subunidad 30s 
ribosomal. Los principales lugares de unión se localizan en el ARN ribosomal 16S (ARNr) y son 
las hélices 34 y el tallo de la hélice 31, situadas próximas a la región sitio A en donde se colocará 
el amoniacil-ARNt (Cate JH et al., 1999). El segundo lugar de unión de las tetraciclinas se 
encuentra en el bolsillo hidrofóbico de la proteína ribosomal S4 (Pioletti M et al., 2001). 





Como consecuencia de esta inhibición no solo se ve afectada la producción de proteínas, 
sino que otras macromoléculas como por ejemplo el ADN o ARN pueden verse alteradas, así 
como la síntesis de la pared celular, la membrana plasmática, la morfología celular o la captación 
de precursores de ADN o ARN, entre otros efectos (Nelson et al. 2011). 
 Para que las tetraciclinas lleguen a ejercer su acción deben alcanzar la subunidad 30S 
del ribosoma bacteriano, por lo que deben penetrar en el citoplasma de la bacteria y ser capaces 
de unirse al ribosoma. Para llegar hasta el citoplasma las tetraciclinas deberán atravesar la 
membrana externa de las bacterias Gram-negativas y la membrana citoplasmática en el caso 
tanto de las bacterias Gram-negativas como de las Gram-positivas. Las tetraciclinas difunden 
pasivamente a través de proteínas de membrana externa, porinas OmpC y OmpF. Para ello, la 
tetraciclina debe formar un complejo quelante con un ión metálico catiónico, generalmente el 
magnesio. El complejo cargado positivamente es capaz de atravesar la membrana externa 
atraído por las fuerzas de Donnan y acumularse en el espacio periplásmico. Posteriormente, se 
disocia del catión y atraviesa la membrana citoplasmática en un proceso dependiente de 
energía, gracias a la fuerza protón-motriz y la hidrólisis de uniones fosfato. Una vez en el 
citoplasma, la tetraciclina debe volver a quelarse para unirse al ribosoma. (Grossman TH, 2016; 
Chopra I et al., 2001 A) 
 
2.4 Clasificación, propiedades y efectos adversos 
La tetraciclinas se clasifican en tres generaciones atendiendo al orden de 
descubrimiento, propiedades farmacocinéticas y actividad antimicrobiana (figura 2) (Vicente D 
et al., 2010).  
Las tetraciclinas de primera generación son las más antiguas. Presentan una peor 
absorción oral, son menos lipofílicas, por lo que penetran pobremente en los tejidos, y no se 
metabolizan en el organismo, a excepción de la tetraciclina (5% excretada como metabolito). 
Presentan una vida media que varía de entre 6 a 17 horas y son eliminadas tanto por vía renal 
como fecal a través de la bilis (Vojtová V et al., 2009; Agwuh KN et al. 2006; Curcio DJ et al., 
2006; Vicente D et al., 2010). En general, se administran por vía oral, pudiéndose también 
administrar algunas de ellas por vía parenteral (oxytetraciclina, tetraciclina) excepto la 
rolitetraciclina, que exclusivamente se administra por vía parenteral (Hauser AR, 2013; Agwuh 





Las de segunda generación presentan una mayor absorción, casi por completo, en 
estómago y primera parte del intestino delgado. Son más lipofílicas, lo que mejora su 
penetración tisular (Vicente D et al., 2010). La doxiciclina no se metaboliza pero la minociclina 
da lugar a un mayor número de metabolitos, algunos de ellos con actividad antimicrobiana. 
Presentan una mayor vida media que las de la primera generación, con valores en torno a las 
13-21 horas dependiendo del tipo de dosis y administración. Se pueden administrar tanto por 
vía oral como por vía parenteral. Se eliminan mayoritariamente por heces aunque también por 
orina (Vicente D, et al., 2010; Vojtová V et al., 2009; Agwuh KN et al. 2006; Curcio DJ et al., 2006). 
La tigeciclina, único miembro de la tercera generación, presenta baja biodisponibilidad 
por vía oral, por lo que su administración es exclusivamente por vía intravenosa y, al ser 
altamente lipofílica, su volumen de distribución tisular es muy amplio, alcanzando altas 
concentraciones en distintos tejidos (pulmón, hígado, corazón, piel, meninges, hueso) y en 
fluidos corporales. Por el contrario, su concentración plasmática es baja. Tiene una altísima vida 
media, sobre todo al administrarse en dosis múltiples, pudiendo alcanzar 66 horas. Alrededor 
del 20% es metabolizado  en el hígado antes de excretarse. Se elimina principalmente por vía 
biliar-fecal y, de manera secundaria, por vía renal (Curcio DJ et al., 2006; Peterson LR, 2008; 
Vojtová V et al., 2009; Agwuh KN et al. 2006).  
La interacción de las tetraciclinas con el ribosoma de las células eucariotas es 
prácticamente nula, razón por la cual se les atribuye propiedades antimicrobianas selectivas con 
limitados efectos secundarios (Chopra I et al,. 2001 A; Roberts MC, 2003; Domenico F, 2012). 
Los más característicos y comunes para las tres generaciones de tetraciclinas son dos: la 
deposición en el tejido óseo y dental, acompañado de una decoloración de los mismos como 
consecuencia de la quelación de calcio, y la alteración de los queratinocitos y fibroblastos del 
tejido ocular,  que conduce a la fotosensibilidad (Domenico F, 2012).  
 
2.5 Uso 
Las tetraciclinas son antibióticos bacteriostáticos que exhiben actividad contra un 
amplio espectro de microorganismos patógenos tanto Gram-positivos como Gram-negativos, 
bacterias anaerobias, espiroquetas, bacterias atípicas e incluso protozoos (Chopra I et al., 1992; 
Maaland MG et al. 2013; Hauser AR, 2013; Roberts MC, 2003; Domenico F, 2012; Nelson ML et 
al., 2011). Son unos de los antibióticos más baratos, con menor toxicidad y con una buena 





en países en desarrollo (Roberts MC, 2003; Michalova E et al., 2004;  Domenico F, 2012). No 
obstante, es cierto que hoy en día su uso está condicionado y limitado por la alta prevalencia de 
resistencia a las mismas (Nelson ML et al., 2011).   
2.5.1 Medicina humana 
Como consecuencia de la continua aparición de resistencias, el uso de tetraciclinas en 
medicina humana cada vez es más reducido en comparación con otros antibióticos como las 
penicilinas, cefalosporinas o quinolonas (ECDC, 2015 B). Sin embargo, se siguen prescribiendo 
como agentes profiláxicos y en el tratamiento de infecciones de la comunidad tanto bacterianas 
como no bacterianas, entre las que se destaca el tratamiento de brucelosis, cólera, paludismo, 
infecciones de transmisión sexual, gastritis asociadas a Helicobacter pylori, tratamiento del 
ántrax, y de infecciones del tracto respiratorio bajo (Roberts MC, 2003; Vicente D et al., 2010).   
Aunque inicialmente las tetraciclinas fueron concebidas para su uso como antibióticos,  
cada vez más se está estudiando su uso como sustancias no antibióticas para diversos fines, 
como antiinflamatorios, antivirales, anticancerígenos, para el tratamiento de alteraciones 
neurológicas,  inmunosupresivos y anticolagénicos (por lo que son utilizados a concentraciones 
subterapéuticas en el tratamiento del acné y la rosácea) (Perret LJ et al., 2014; Domenico F, 
2012; Ermak G et al., 2003). 
2.5.2 Medicina veterinaria 
Desde hace años las tetraciclinas se han usado en animales y, a raíz de la aparición de 
resistencias, hoy en día su uso en medicina veterinaria está mucho más extendido que en 
medicina humana (ECDC, 2015 A). Se emplean tanto en animales de compañía como en animales 
de producción (Michalova E et al., 2004). En el caso de los animales de producción, las 
tetraciclinas autorizadas por la Unión Europea para su uso como agentes terapéuticos en 
animales destinados a la producción de alimentos son la clortetraciclina, oxytetraciclina, 
tetraciclina, y doxiciclina (Reglamento UE 37/2010; Reglamento UE 2015/151).  
2.5.3 Agricultura 
La cantidad de antibióticos que se usan en agricultura es muy inferior a la utilizada en 
medicina humana y animal (McManus PS et al., 2002). Debido al coste que supone un 
tratamiento antibiótico, este solo se lleva a cabo para el tratamiento de infecciones bacterianas 
en frutas y hortalizas de alto valor económico y en el tratamiento de plantas ornamentales 





de infecciones en agricultura, principalmente en el tratamiento del Fuego Bacteriano (Erwinia 
amylovora). (McManus PS et al., 2002; Stockwell VO et al., 2012).  
 
 
2.6 Mecanismos de resistencia 
Existen 4 mecanismos responsables de la resistencia a tetraciclinas (figura 4), siendo las 
bombas de eflujo específicas y la protección ribosomal los más prevalentes. Los genes 
específicos de la resistencia a tetraciclina se recogen bajo la nomenclatura de genes tet 
(tetracycline resistance genes) y otr (oxytetracycline resistance genes), ambos genes 
movilizables (Peterson LR, 2008; Roberts MC, 2003).  
 
2.6.1 Bombas de eflujo específicas 
La expulsión de tetraciclinas a través de bombas de eflujo energía dependientes son el 
mecanismo de resistencia a tetraciclinas más extendido tanto en bacterias Gram-negativas 
como Gram-positivas (Chopra I  et al., 2001A; Wang W et al., 2014). A través de estas bombas 





de eflujo se consigue extruir las tetraciclinas que se encuentra en el citoplasma hacia el exterior 
de la bacteria, disminuyéndose la concentración intracelular de las tetraciclinas e impidiendo 
que alcancen el ribosoma y realicen su función (Chopra I  et al., 2001A). Las bombas pertenecen 
principalmente a la superfamilia del facilitador mayor (MFS) aunque también están implicadas 
bombas de la superfamilia de casete de unión al ATP (ABC) (Lan Yu et al., 2012; Warburton PJ et 
al., 2013; Reynolds LJ et al., 2016). Los genes que codifican para estas bombas se encuentran 
generalmente asociados a plásmidos grandes frecuentemente conjugativos, aunque también 
pueden encontrarse en plásmidos pequeños y en el cromosoma (Michalova E et al., 2004; 
Chopra I et al., 2001 A). Hasta hace poco, se pensaba que ninguna de estas bombas confería de 
forma natural resistencia a las glicilciclinas, sin embargo, recientemente se ha descrito la 
implicación de TetL (familia MFS) y TetAB (familia ABC) en la extrusión de tigeciclina  (Linkevicius 
M et al., 2015; Reynolds LJ  et al., 2016; Fiedler S et al., 2016). 
2.6.2 Protección ribosomal 
La protección del ribosoma es el segundo mecanismo más importante en la resistencia 
a tetraciclinas, que se puede encontrar tanto en Gram positivas como en Gram-negativas 
(Michalova E et al., 2004). Confiere resistencia a tetraciclinas de primera y segunda generación 
a través de la participación de proteínas citoplasmáticas parálogas a factores de elongación, que 
debilitan la interacción de las tetraciclinas con el ribosoma y liberan el antibiótico, impidiendo 
que ejerza su función (Chopra I et al., 2001A; Thaker M et al., 2010). Al igual que ocurría con las 
bombas de eflujo, se consideraba que no eran capaces de proteger el ribosoma frente a la acción 
de las glicilciclinas, hasta la reciente descripción de la implicación de TetM en la resistencia a 
tigeciclina en Enterococcus faecium (Thaker M et al., 2010; Modificación Chopra I et al., 2001C; 
Fiedler S et al., 2016).  
2.6.3. Otros mecanismos 
 
2.6.3.1 Inactivación enzimática  
La resistencia a tetraciclinas a través de la modificación e inactivación enzimática de la 
molécula es un mecanismo mucho menos diseminado que los dos anteriores, a pesar de que sea 
un mecanismo más eficiente, ya que solo actuando una vez inutiliza el antibiótico, al contrario 
que las bombas o la protección ribosomal, que requieren de un continuo funcionamiento para 
que la bacteria sobreviva a la acción del antibiótico (Forsberg KJ et al., 2015). Los mecanismos 





dependientes de NADPH (Speer BS et al., 1991; Diaz-Torres ML et al., 2003) mientras que Tet(34) 
es una xantina-guanina-fosforribosil transferasa (Nonaka L et al., 2002; Forsberg KJ et al., 2015).  
2.6.3.2 Mecanismos de resistencia inespecíficos 
Además de los mecanismos específicos de resistencia a tetraciclinas codificados por 
genes tet y otr, existen otros mecanismos que confieren multirresistencia que también engloban 
a las tetraciclinas (Michalova E et al., 2004). Estos mecanismos son: I) mutaciones en la región 
conservada de la hélice 34 del ARN ribosomal 16S, que se corresponde con el sitio de unión 
primario de las tetraciclinas al ribosoma (Nonaka L et al., 2005). II) Sobreexpresión de bombas 
de eflujo multisustrato capaces de captar nutrientes y excretar distintos tipos de compuestos, 
como productos del metabolismo y sustancias tóxicas como los antibióticos, entre los que 
pueden estar las tetraciclinas (Li XZ et al., 2004). Como ejemplos de bombas de eflujo 
multisustrato más relevantes clínicamente implicadas en la resistencia a tetraciclinas podemos 
destacar las bombas tipo Ade de Acinetobacter, las tipo Mex características de Pseudomonas y 
la bomba AcrAB de bacterias Gram-negativas, que tendrán una importancia significativa en la 
resistencia a tigeciclina, como veremos más adelante (Li XZ et al., 2009). 
 
2.7 Tigeciclina, la nueva tetraciclina 
Tras el inicio de la utilización de las tetraciclinas en el tratamiento de enfermedades 
infecciosas empezaron a aparecer bacterias resistentes, lo que provocaba fallos terapéuticos 
tras la administración de estos antibióticos, y por ello las tetraciclinas quedaron relegadas a 
antibióticos de segunda e incluso tercera línea (Petersen PJ et al., 1999). Con el fin de restaurar 
el poder de las tetraciclinas como antibióticos de amplio espectro se inició la búsqueda de 
nuevos compuestos activos contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas e incluso bacterias 
resistentes a tetraciclinas a través de los típicos mecanismos de resistencia (Chopra I, 2002). Fue 
así como se descubrieron las glicilciclinas, la primera familia de la tercera generación de 
tetraciclinas, cuyo único miembro de uso clínico es la tigeciclina.  
2.7.1 Características específicas 
La tigeciclina es un derivado sintético de la minociclina, formado por adición de una 
cadena lateral 9-tert-butil-glicilamido en el carbono 9 del anillo D de núcleo tetracíclico 
(Petersen PJ et al., 1999). Este grupo funcional otorga una series de características beneficiosas 
que determinarán la mejora de la actividad biológica de la tigeciclina frente al resto de 





del fármaco; II) incrementa la afinidad con la que se une al ribosoma, lo que aumenta su 
actividad hasta en 5 veces con respecto al resto de tetraciclinas; III) cambia la orientación con la 
que se une al ribosoma que junto con el aumento de afinidad, la hace más resistente a los 
mecanismos de protección ribosomal; IV) impide la extrusión celular a través de las bombas de 
eflujo específicas, bien por la incapacidad de las bombas de reconocer la tigeciclina como 
sustrato o bien por la imposibilidad de transferir la tigeciclina a través de la membrana 
citoplasmática, a pesar de que la hayan reconocido y anclado (Seputiene V et al., 2010; Petersen 
PJ et al., 1999; Chopra I, 2002). Esto determina que la tigeciclina sea capaz de vencer los dos 
mecanismos de resistencia principales a las tetraciclinas. 
2.7.2 Aplicaciones terapéuticas 
Como cualquier otra tetraciclina, la tigeciclina muestra actividad bacteriostática frente 
a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, bacterias atípicas y microorganismos anaerobios. 
Su singularidad, gracias a las ventajas que le aporta su estructura química, reside en su 
efectividad in vitro contra multitud de bacterias multirresistentes y en su actividad bactericida 
frente a Legionella, Streptococcus, Escherichia y Klebsiella (Tessier PR et al. 2013; Kaewpoowat 
Q et al., 2015; Peterson LR, 2008; Seputiene V et al., 2010; FDA, 2016). Sin embargo, como 
consecuencia de la baja concentración en sangre que se consigue durante su aplicación, en los 
últimos años su uso en el tratamiento de ciertos tipos de infecciones se ha asociado con 
aumentos de mortalidad (Prasad P et al., 2012).  
Con el fin de impedir los fracasos terapéuticos y retrasar la aparición de resistencias, la 
utilización de la tigeciclina se reserva para el tratamiento hospitalario de infecciones 
complicadas en piel y anexos (infecciones de heridas, celulitis, abscesos mayores, úlceras 
infectadas, quemaduras… a excepción de infecciones de heridas en pies de personas diabéticas), 
infecciones intrabdominales complicadas (apendicitis, colecistitis, diverticulitis, perforaciones, 
abscesos…), neumonía adquirida en la comunidad, e infecciones provocadas por 
microorganismos resistentes como SARM, SPRP, ERV o BLEE (Seputiene V et al., 2010; FDA, 
2016). Por todo ello, la tigeciclina se utiliza como antibiótico de último recurso cuando es la única 
alternativa terapéutica posible en ciertas infecciones (Seputiene V et al., 2010; Osei Sekyere J, 
2016). 
Recientemente se ha empezado a explorar el uso de la tigeciclina como agente 
quimioterápico. Aunque por el momento solo se han realizado ensayos clínicos preliminares, se 
han obtenido resultados prometedores debido a la selectividad  de acción que muestra en la 





2.7.3. Mecanismos de resistencia 
Desde que se identificó el primer caso de resistencia a tigeciclina en 2007, los casos han 
ido incrementándose principalmente entre bacterias Gram negativas (Sun Y  et al., 2013). La 
resistencia a tigeciclina ha sido descrita más frecuentemente en Acinetobacter spp., seguida de 
cerca por Klebsiella pneumoniae y E. coli (Sun Y et al., 2013; Fiedler S et al., 2016). La aparición 
de cepas resistentes a tigeciclina suele ocurrir después del tratamiento con este antibiótico, 
aunque también se ha descrito la aparición de resistencia a tigeciclina después de un 
tratamiento antibiótico diferente (Sun Y  et al., 2013; Hornsey M et al., 2010). El principal 
mecanismo de resistencia a tigeciclina tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas 
son las bombas de eflujo multisustrato. Sin embargo, también se han identificado otros 
mecanismos de resistencia no relacionados con la extrusión del antibiótico, como la 
modificación del antibiótico mediada por la enzima TetX o mutaciones en la proteína ribosomal 
RpsJ (Leski TA et al., 2013; Villa L et al., 2014).  
2.7.3.1 Resistencia mediada por bombas de eflujo multisustrato 
El principal mecanismo de resistencia a tigeciclina se basa en su extrusión al exterior 
celular mediante bombas de eflujo. Como se mencionó anteriormente, la tigeciclina es la única 
tetraciclina que no es reconocida por las bombas específicas de tetraciclinas Tet, con excepción 
de TetL y TetAB  (Fiedler S et al., 2016; Reynolds LJ et al., 2016). Consecuentemente, su extrusión 
al exterior celular se consigue a través de su reconocimiento por parte de las bombas de eflujo 
multisustrato (Li XZ et al., 2015).  
Basándonos en la clasificación filogenética establecida por Milton Saier,  las bombas de 
eflujo multisustrato se agrupan en cinco superfamilias denominadas por sus siglas en inglés: I) 
RND, resistance-nodulation-division superfamily, II) MFS, major facilitator superfamily, III) MATE, 
multidrug and toxic compound extrusion, IV) SMR, small multidrug resistance, y V) ABC, ATP-
binding cassette (Li XZ et al., 2009). En Gram negativos las bombas que tienen mayor relevancia 
en la resistencia tanto intrínseca como adquirida frente a múltiples antimicrobianos de 
importancia clínica son las pertenecientes a la familia RND, e igualmente son las bombas de esta 
familia las que están relacionadas con la resistencia a tigeciclina (Li XZ et al., 2015).  Por el 
contrario, en Gram positivos la resistencia a tigeciclina se asocia a la sobreexpresión de MepA 
perteneciente a la familia MATE (figura 5) (Cattoir V  et al., 2015).  
Desde el punto de vista estructural, las bombas de eflujo de la familia RND se caracterizan 
por ser un sistema tripartito formado por el transportador RND que se encuentra anclado a la 





pertenecientes a la familia de proteínas de fusión de membranas (MFP) y con un canal proteico 
de membrana exterior (OMP) (figura 5) (Nikaido H, 2011). Son anti-transportadores protón-
sustrato, esto quiere decir que utilizan como fuente de energía para su funcionamiento la 
energía procedente del flujo de protones (Nikaido H, 2011). Los genes que codifican esta 
estructura tripartita se encuentran generalmente codificados en el cromosoma, y 
ocasionalmente se han identificado también en plásmidos transferibles (Li XZ et al., 2009). 
Presentan una selectividad de extrusión altamente promiscua, pudiendo reconocer y extruir al 
exterior celular una gran variedad de sustancias antimicrobianas, no solo antibióticos, sino 
también detergentes, biocidas, etc. (Nikaido H et al., 2013).  
Se han identificado numerosas bombas de eflujo RND relacionadas con la resistencia a 
tigeciclina, asociadas a diversas especies bacterianas (Li XZ  et al., 2015). En enterobacterias, la 
resistencia a tigeciclina se relaciona con las bombas de eflujo AcrAB, AcrEF, OqxAB o KpgABC. En 
Acinetobacter spp., con AdeABC, AdeIJK y AdeFGH. MexAB y MexXY son las responsables de la 
extrusión de tigeciclina en Pseudomonas spp., y SmeDEF (Stenotrophomonas maltophilia), 
CeoAB (Burkholderia spp.) o  SdeXY (Serratia marcescens) también se relacionan con la 
resistencia a tigeciclina (Li XZ  et al., 2015).    
 
Figura 5. Estructura de las familias de bombas de eflujo multisustrato implicadas en la resistencia a 
tigeciclina. RND en bacterias Gram negativas y MATE en bacterias Gram positivas. TG: tigeciclina. MFP: 





Centrándonos en enterobacterias, AcrAB es la principal responsable de la resistencia a 
tigeciclina. Los genes que codifican la estructura tripartita son para la proteína de fusión de 
membrana AcrA, el transportador RND AcrB y el canal de membrana exterior TolC. Los genes 
que codifican AcrA y AcrB se encuentran en el cromosoma formando el operón acrAB, mientras 
que el gen que codifica TolC se sitúa también en el cromosoma pero alejado del operón acrAB, 
y además no es exclusivo de AcrAB, sino que se asocia con otros transportadores RND para 
formar otras bombas (Li XZ et al., 2004). 
Para que AcrAB-TolC produzca un fenotipo de multirresistencia debe estar 
sobreexpresada mediante mutaciones en sus genes reguladores que consigan una 
sobreexpresión de sus activadores o una inactivación de los represores (Li XZ  et al., 2015). Este 
control se realiza a dos niveles, local y global. De la regulación local se encarga el gen acrR 
transcrito divergentemente al operón acrAB. Sin embargo, la regulación de los niveles de 
expresión de la bomba AcrAB-TolC son predominantemente controlados por los reguladores 
globales, entre los que se encuentran AcrS, SdiA, MarA, SoxS, Rob, PhoQP y  EvgAS  (Li XZ  et al., 
2015).     
Con respecto al resto de bombas de eflujo implicadas en la resistencia a tigeciclina en 
enterobacterias, AcrEF es también una bomba cromosómica con una alta homología a AcrAB, 
que también requiere de TolC como canal de membrana exterior y cuya sobreexpresión está 
causada por una alteración en su regulación, como ocurría con AcrAB (Li XZ et al., 2004; Olliver 
A et al., 2005). OqxAB es una bomba codificada tanto en plásmidos como en el cromosoma, que 
principalmente extruye fluoroquinolonas y que recientemente se ha asociado a la resistencia a 
tigeciclina, encontrándose sobreexpresada junto con AcrAB (Ho PL et al., 2015; Zhong X et al., 
2014). Su sobreexpresión de nuevo se relaciona con mutaciones en sus reguladores (Bialek-
Davenet S  et al., 2015). Por el contrario, la bomba cromosómica KpgABC ha sido recientemente 
descrita como responsable de la resistencia a tigeciclina mediante la inserción en la zona aguas 
arriba de su operón de la secuencia de inserción IS5, que afecta a la transcripción tanto de kpgA 
como kpgB pero no de sus reguladores (Nielsen LE et al., 2014). En este caso, la sobreexpresión 
de esta bomba no se ha visto relacionada con la sobreexpresión de OqxAB o AcrAB (Nielsen LE 











3.1 Descubrimiento y desarrollo 
Después del descubrimiento de la penicilina atribuido a Alexander Fleming en 1928, 
surgió la necesidad de buscar nuevos compuestos con propiedades antimicrobianas. Al principio 
de la década de 1940, se formaron distintos grupos de investigación centrados en la 
identificación de sustancias antibióticas procedentes de microorganismos del suelo (Bradford 
PA et al., 2012). Uno de los grupos más importante estuvo liderado por el profesor Selman 
Waksman, que descubrió en esa época el primer antibiótico producido por un actinomiceto, la 
actinomicina, hoy en día utilizado en terapia antitumoral (Waksman SA et al., 1940; Rahman YE 
et al., 1974; Raggi D et al., 2017). Posteriormente, en 1944, Waksman y su colaborador Albert 
Schatz identificaron la estreptomicina, el primer aminoglucósido natural procedente de un 
cultivo de Streptomyces griseus, que se convirtió en el primer antibiótico efectivo contra la 
tuberculosis, una de las enfermedades que más preocupaba en esa época (Armstrong ES et al., 
2012). Más adelante, al final de la década de 1940, Waskman descubrió la neomicina, el segundo 
aminoglucósido producido por  S. fradiae. El trabajo de Waksman fue galardonado con el premio 
Nobel de Medicina en 1952 (White RJ, 2012). 
Debido a que rápidamente aparecieron cepas resistentes a estreptomicina y a la 
toxicidad asociada al uso de la neomicina la identificación de nuevas moléculas de 
aminoglucósidos no cesó, y entre los años 50 y 60 nuevos grupos de investigación descubrieron 
la kanamicina (producida por S. kanamyceticus) y la gentamicina (producida por 
Micromonospora echinospora) (Umezawa H et al., 1957; Weinstein Mj  et al., 1963). Sin 
embargo, de nuevo la toxicidad asociada a su uso y el hecho de que rápidamente aparecieron 
resistencias impulsó la búsqueda de nuevos compuestos  tanto naturales como derivados 
sintéticos capaces de superar estos inconvenientes. La dibekacina fue el primer aminoglucósido 
semisintético aprobado para su uso terapéutico en 1975, y el último en aprobarse en la década 
de los 90 en Japón fue la arbekacina, la cual no se veía afectada por la mayoría de las enzimas 






Actualmente hay un nuevo aminoglucósido derivado de la sisomicina que se encuentra 
en ensayos clínicos de fase III. Este compuesto no solo evade la acción de las enzimas 
modificadoras de aminoglucósidos más comunes actualmente, sino que también ha mostrado 
actividad frente a patógenos resistentes a otros antibióticos por adquisición de betalactamasas 
o mutaciones en la diana que aportan resistencias a fluoroquinolonas, sin mostrar la toxicidad 
característica de los aminoglucósidos (Mega WM et al., 2016; Zhanel GG et al., 2012).  
 
Figura 6. Estructura química de los aminoglucósidos más relevantes en la práctica clínica humana, 
veterinaria y en agricultura. HVA: aminoglucósidos utilizados en medicina humana, medicina veterinaria 
y agricultura. HV: aminoglucósidos utilizados en medicina humana y veterinaria. H: aminoglucósidos 






3.2 Estructura química y clasificación 
Los aminoglucósidos presentan una estructura común conformada por un anillo 
aminociclitol que puede estar unido a uno o más azucares aminados (agrupados bajo el nombre 
de aminoglucósidos propiamente dichos) o no aminados (agrupados bajo el nombre de 
aminociclitoles, como la espectinomicina) a través de enlaces glusosídicos (Vicens Q et al., 2002). 
Además de los aminoglucósidos cuyo núcleo es un aminociclitol, existen otros compuestos que, 
pese a que también son aminoglucósidos, su núcleo está formado por un alcohol cíclico no 
aminado, como por ejemplo la kasugamicina (Bryskier (eds.)). En la actualidad, la mayoría de los 
aminoglucósidos se han obtenido de Actinobacterias tanto del género Streptomyces como 
Micromonospora, haciendo la terminación del nombre de cada compuesto referencia a este 
origen (Begg E J et al., 1995).  
Por lo tanto, los aminoglucósidos se agrupan en función de las características de su 
núcleo en dos grupos principales (tabla 2).  
3.2.1 Aminoglucósidos típicos 
El tipo de núcleo que comparten la mayoría de los aminoglucósidos de importancia 
clínica es el 2-desoxiestreptaminos (2-DOS). A su vez los 2-DOS pueden presentar sustituciones 
glucósidas en diferentes localizaciones, dividiendo a estos aminoglucósidos en distintos 
subgrupos: monosustituidos en la posición 4, monosustituidos en la posición 5, disustituidos en 
las posiciones 4 y 5 y disustituidos en las posiciones 4 y 6 (Park SR et al., 2013). La localización y 
el número de grupos amino en los azúcares unidos al anillo desoxiestreptamino determinan la 
actividad biológica del antibiótico, siendo necesaria la presencia de al menos un grupo amino en 
el azúcar para que la molécula tenga actividad biológica (Benveniste R et al., 1973). 
La familia de los 4,5-disustituidos 2-DOS comprende una variedad de compuestos 
naturales que presentan una ribosa en su fórmula. (Bryskier (eds.)). La familia de los 4,6-
disustituidos 2-DOS se divide a su vez en dos subfamilias, la de la kanamicina y la de la 
gentamicina. Ambas familias engloban a la mayoría de los aminoglucósidos de uso clínico, y 
están comprendidas tanto por compuestos de origen natural como por compuestos 
semisintéticos derivados de los naturales (Park SR et al., 2013; Magnet Set al., 2005). La 
apramicina es el único miembro de la familia de los 4-monosustituidos. Es un compuesto natural 
producido por varios actinomicetes del género Streptomyces y también por otros géneros como 
Sacchalopolyspora (Matt T et al., 2012). Los principales miembros de la familia de los 5–
monosustituidos son la higromicina B y la destomicina A, ambos empleados como 
  
  
antihelmínticos en animales y en técnicas de biología molecular en plantas (Cameron A  et al., 
2014; Oung HM et al., 2015). 
 
3.2.2 Aminoglucósidos atípicos 
Tienen por núcleo la estreptamina, actinamina o fortamina. Representan una minoría de 
los aminoglucósidos descubiertos hasta la fecha y, a excepción de la estreptomicina, no son tan 
relevantes desde el punto de vista clínico como los 2-DOS. Los compuestos más relevantes de 
este grupo son la estreptomicina, la espectinomicina y la fortimicina (Piepersberg W, 1995). 
    A partir de esta sección nos centraremos en el estudio de aminoglucósidos 2-DOS debido 
a su mayor relevancia clínica. 
 
 





3.3 Mecanismo de acción  
Los aminoglucósidos forman parte de los antibióticos que inhiben la síntesis de 
proteínas y,  al igual que las tetraciclinas, su principal diana de actuación es la subunidad 
pequeña 30S del ribosoma bacteriano. Concretamente, se unen a la hélice 44 del ARN 
ribosómico (ARNr) 16S, la cual forma parte de la región descodificante del sitio A del ribosoma 
(Magnet S et al., 2005). Además de esta interacción, recientemente se ha demostrado que 
algunos aminoglucósidos como la gentamicina y la neomicina son capaces de unirse a la hélice 
69 de ARNr 23S de la subunidad grande del ribosoma bacteriano. Esta unión inhibe el proceso 
de reciclado ribosomal, necesario para preparar al ribosoma para una nueva síntesis de 
proteínas, en el que las dos subunidades ribosomales, 30S y 50S, se separan (Janosi L et al., 1996; 
Wang L et al., 2012). 
En su unión a la hélice 44 del ARNr 16S, los aminoglucósidos interaccionan con el bolsillo 
formado por los nucleótidos universalmente conservados en las posiciones A1492  y A1493 y 
con el nucleótido específico de procariotas A1408 (Recht MI et al., 1999). En la síntesis proteica, 
este bolsillo es clave en el mecanismo de chequeo de la correcta lectura del ribosoma, 
diferenciando la formación de complejos ARNt-ARNm correctos o erróneos (Carter AP et al., 
2000). De tal manera que un ARNt cuyo anticodón no se complementa con el codón del ARNm, 
hace que la orientación de A1492 y A1493 se distorsione y no se formen los puentes de 
hidrógeno necesarios entre el ribosoma y el ARNm que desencadenan la transpeptidación y la 
translocación (Matheson, A. T et al., 2000). En presencia de aminoglucósidos la discriminación 
entre complejos codón-anticodón erróneos y no erróneos no se lleva a cabo, lo que da lugar a 
una disminución de la fidelidad en la traducción, creando proteínas aberrantes (Carter AP et al., 
2000).  
Recientemente se ha comprobado que algunos aminoglucósidos ejercen su principal 
acción en otras etapas de la traducción, como son las rotación y translocación del ribosoma (Tsai 
A et al., 2013). Es el caso tanto de la apramicina, que actúa ralentizando la translocación y por 
consiguiente bloqueándola, sin afectar a la correcta  monitorización codón-anticodón, como de 
la gentamicina y paromomicina, que aunque sí van a alterar la fidelidad de la traducción, actúan 
principalmente por ralentización tanto de la rotación del ribosoma como de la translocación 
(Fourmy D  et al., 1998; Feldman MB et al., 2010; Tsai A et al., 2013). 
Para alcanzar el ribosoma los aminoglucósidos deben llegar al citoplasma bacteriano. El 
traspaso de la membrana exterior de las Gram negativas y la pared celular tanto de Gram 
negativas como positivas se realiza por unión electrostática en un proceso que no requiere 
  
  
energía. Sin embargo, el paso a través de la membrana citoplasmática requiere energía, que van 
a obtener de un proceso dependiente de oxígeno, por ello, como veremos más adelante, son 
antibióticos menos activos en microorganismos anaerobios (Taber HW et al., 1987).  
 
3.4 Propiedades y toxicidad 
Los aminoglucósidos son antibióticos bactericidas de amplio espectro cuyas 
propiedades farmacocinéticas y  potencia están estrechamente relacionadas con sus 
características químicas.  
Son hidrofílicos, relativamente insolubles en lípidos y muestran mayor actividad en 
condiciones básicas de pH (Bryskier libro). Por estas propiedades los aminoglucósidos son 
antibióticos pobremente absorbidos cuando se administran oralmente y, por tanto, deben ser 
administrados por vía parenteral para el tratamiento de infecciones sistémicas (Turnidge J, 
2003). En general todos los aminoglucósidos presentan un volumen de distribución bajo (0.11-
0.3 l) y vida media similar (2-3 h), con escasa penetración a través de la barrera hematoencefálica 
(Turnidge J, 2003). La eliminación se lleva a cabo predominantemente por filtración glomerular 
a través del riñón. 
 La administración oral puede ser útil cuando se pretenda eliminar la microbiota 
intestinal antes de una intervención quirúrgica (Vakulenko SB et al., 2003).  La aplicación 
inhalatoria  de aminoglucósidos se emplea como complemento en el tratamiento de infecciones 
respiratorias, ya que permite disminuir la absorción sistémica de los aminoglucósidos y con ello 
minimizar sus efectos tóxicos (Mohr AM  et al., 2007). La terapia convencional recomendada se 
basa en múltiples dosis diarias, sin embargo, en pacientes con una actividad renal normal, la 
aplicación de dosis únicas aporta una eficacia similar a la de múltiples dosis diarias pero minimiza 
los efectos tóxicos (Freeman CD et al., 1997; Turnidge J, 2003).  
Uno de los mayores problemas asociados a los aminoglucósidos es su tendencia a causar 
efectos adversos. Los aminoglucósidos tienen carga positiva, es decir, son cationes, y por ello se 
van a unir a diferentes membranas celulares y moléculas aniónicas intracelulares como 
fosfolípidos, ADN o ARN, lo que incrementa su toxicidad (Vicens Q et al., 2002). Además, a pesar 
de que los aminoglucósidos se eliminan fácilmente por vía renal de la mayoría de los tejidos y 
órganos (Turnidge J, 2003), pueden acumularse  en células de los túbulos renales así como en la 
endolinfa y perilinfa del oído interno (Henley CM et al., 1988). Todo ello contribuye a la aparición 





de audición, y en raras ocasiones también con toxicidad nerviosa (figura 7) (Fischel-Ghodsian N, 
2005; Grill MF et al., 2011; McWilliam SJ et al., 2016).  
La ototoxicidad es la mayor desventaja que presenta el uso de aminoglucósidos debido 
a que sus efectos son irreversibles, al contrario de lo que sucede con la nefrotoxicidad cuyo daño 
puede ser revertido (Fischel-Ghodsian N, 2005). En ambos casos la toxicidad es causada por la 
interacción del aminoglucósido con la mitocondria de las células eucariotas (Hobbie SN  et al., 




En la aparición de estos efectos tóxicos influyen diversos factores como el tipo de 
aminoglucósido que se utilice, la dosis y duración del tratamiento, la combinación con otros 
medicamentos, la edad del paciente, su predisposición genética o su funcionalidad renal previa 
(Paterson DL et al., 1998; Xie J et al., 2011). Dosis más altas que las convencionales o dosis 
convencionales mantenidas durante un tiempo prolongado se asocian más a la aparición de 
efectos tóxicos que dosis únicas diarias durante periodos cortos de tiempo (Beaucaire G, 2000). 
Por tanto, uno de los medios más efectivo, menos costoso y que más se está llevando a cabo 
para evitar la aparición de estos efectos tóxicos consiste en realizar una cuidadosa planificación 
de la pauta de administración (Prayle A et al., 2010). 
Figura 7. Resumen de los posibles efectos tóxicos producidos por la administración de aminoglucósidos 




Los aminoglucósidos son antibióticos bactericidas de amplio espectro, es decir, 
muestran actividad frente a una gran variedad de bacterias Gram negativas y Gram positivas. 
No obstante, también existen bacterias que de forma natural resisten a la acción de los 
aminoglucósidos, entre las que destacan bacterias anaerobias (debido a que requieren de 
oxígeno para penetrar en la célula como vimos anteriormente), Streptococcus spp., Clostridium 
spp., Legionella spp. y Mycoplasma spp. (Yao J et al., 2007).  
Desde que se empezaron a utilizar los aminoglucósidos casi en exclusividad por la falta 
de otras opciones terapéuticas, se han ido desarrollando otras clases y generaciones de 
antibióticos más efectivos y con menos toxicidad, que ha propiciado que el uso de los 
aminoglucósidos se viera disminuido, sin embargo, hoy en día siguen siendo uno de los 
principales grupos de antibióticos utilizados en medicina humana, veterinaria e inclusive agrícola 
(WHO, 2007).  
 
3.5.1 Medicina humana 
La gentamicina, la tobramicina y la amikacina son los aminoglucósidos que más se 
utilizan en la práctica clínica para el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias,  
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp., etc.  (Yao 
J et al., 2007). La netilmicina, amikacina o arbekacina son aminoglucósidos reservados para el 
tratamiento de infecciones provocadas por bacterias resistentes a otros aminoglucósidos 
(Davies JE, 2006). La estreptomicina sigue utilizándose en el tratamiento de la tuberculosis como 
alternativa de primera línea cuando aparecen resistencias a los antibióticos antituberculosos de 
elección. En caso de aparecer resistencias a la estreptomicina, como antibióticos de segunda 
línea se utilizan también la amikacina o kanamicina (Brossier F et al., 2010). La arbekacina es 
efectiva contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Davies JE, 2006).  
El uso de aminoglucósidos también se ha descrito para tratar enfermedades de etiología 
no bacteriana, como desórdenes genéticos (fibrosis quística, síndrome de Hurler, distrofia 
muscular de Duchenne), la enfermedad de Ménière e incluso se les ve como posibles candidatos 
en el tratamiento del VIH al inhibir la replicación del virus, o como agentes antifúngicos y 
antiparasitarios (Lee HB et al., 2005; Houghton JL et al., 2010;  Kappagoda S  et al, 2011; Syed 





Una de las claves del éxito de los aminoglucósidos es que muestran actividad sinérgica 
cuando se administran con otros antibióticos que mejoran su captación por parte de la célula 
bacteriana, como son por ejemplo los betalactámicos (Bollenbach T, 2015).  
3.5.2 Medicina veterinaria y agrícola 
En veterinaria los aminoglucósidos se emplean frecuentemente, tanto en animales de 
abasto como en animales de compañía, en el tratamiento de infecciones importantes como 
septicemias, infecciones respiratorias, urinarias y del tracto digestivo (CVMP, 2014). Pese a que 
su absorción es pobre por vía oral, esta es la principal vía de administración junto con la 
parenteral (intravenosa, intramuscular o subcutánea), pudiendo utilizarse, aunque menos 
frecuentemente, por vía tópica o en preparaciones intramamarias (CVMP, 2014; Oishi N et al., 
2012).  La apramicina es el único aminoglucósido, con fin antibiótico, que se utiliza 
exclusivamente en animales, pero junto a este se pueden utilizar la neomicina, gentamicina, 
kanamicina, estreptomicina y la amikacina, esta última solo permitida en animales de compañía 
(CVMP, 2014; Matt T, 2012).   
Además de su uso bactericida, los aminoglucósidos se pueden emplear en animales a 
modo de antihelmínticos, como es el caso de la paromomicina, la hygromicina B o la destomicina 
A.  
El uso de los aminoglucósidos también se ha extendido a la agricultura, aunque en este 
campo su utilización es mucho menos frecuente. La estreptomicina es el antibiótico que más se 
utiliza en el tratamiento de enfermedades de los cultivos, principalmente contra el Fuego 
Bacteriano causado por Erwinia amylovora, aunque también se utiliza en el control de otras 
enfermedades (la podredumbre blanda, la enfermedad del tizón, etc.). La gentamicina también 
se usa con estos fines, aunque su uso se circunscribe más a Latinoamérica (McManus PS et al., 
2002; Duffy B et al., 2014).  
 
3.6 Mecanismos de resistencia 
La resistencia a aminoglucósidos se consigue a través de diferentes mecanismos que 
provocan tres efectos: reducción de la concentración intracelular del aminoglucósido, 
modificación de la diana de actuación y modificación de la estructura del antibiótico (Doi Y et 
al., 2016).  
  
  
3.6.1. Reducción de la concentración intracelular de los aminoglucósidos 
La disminución en la concentración del antibiótico dentro de la célula bacteriana, con la 
consiguiente menor unión a su diana de actuación, se puede conseguir por dos vías: I) 
Mecanismos que disminuyen la permeabilidad de la entrada de aminoglucósidos al citoplasma 
bacteriano, bien por cambios en la cargas electrostáticas de los lipopolisacáridos de la 
membrana plasmática, o bien por alteraciones en el transporte de la cadena de electrones que 
dificulten la actividad respiratoria; II) Mecanismos de extrusión hacia el exterior celular del 
antibiótico que ha conseguido alcanzar el citoplasma bacteriano a través de bombas de eflujo, 
mayoritariamente de la familia RND, aunque también se ha comprobado la participación de 
bombas de eflujo MFS en ciertas especies bacterianas (Poole K, 2005a ; Poole K, 2005b).  
3.6.2. Modificación enzimática de la estructura de los aminoglucósidos 
Existe una gran variedad de enzimas modificadoras de aminoglucósidos presentes en 
todo tipo de bacterias y entornos genéticos, gracias tanto a su alta capacidad de mutagénesis, 
que continuamente está generando nuevas variantes, como a su capacidad de transferirse 
horizontalmente a nivel molecular (a través de integrones, casettes genéticos, transposones o 
elementos integrativos conjugativos) y celular (conjugación bacteriana, transformación natural 
o transducción) (Ramirez MS  et al., 2010). Por ello, de todos los mecanismos de resistencia 
frente a aminoglucósidos, este es sin duda el más prevalente, asociándose tanto a plásmidos 
como a cromosomas de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Ramirez MS  et al., 2010).  
La modificación enzimática la realizan sobre grupos moleculares de la estructura del 
aminoglucósido que son esenciales para la interacción posterior del antibiótico con el ribosoma. 
De tal manera que en función de cómo lleven a cabo esa modificación las enzimas se clasifican 
en tres grupos, dentro de los cuales se encuentran distintas clases y dentro de estas en algunos 
casos distintos subclases:  
I) Aminoglucósido N-acetiltransferasas (AACs): catalizan la acetilación de los grupos –
NH2 de la molécula del aminoglucósido. En función de la posición del grupo amino 
sobre el que actúen tenemos 4 clases de enzimas, de las cuales la más prevalente 
claramente es la AAC(‘6) (Ramirez MS  et al., 2010). 
II)  Aminoglucósido O-nucleotidiltransferasas (ANTs): catalizan la adenilación un grupo 
-OH del aminoglucósido. Existen 5 tipos de ANTs en función de la posición del grupo 





III) Aminoglucósido O-fosfotransferasa (APHs): catalizan la fosforilación de los grupos 
hidroxilos del aminoglucósido, existiendo 7 tipos en función de la posición que 
fosforilen (Ramirez MS  et al., 2010).  
 
3.6.3. Modificación de la diana de actuación de los aminoglucósidos 
La modificación de la subunidad 30S ribosomal para que no se produzca interacción con 
los aminoglucósidos puede ocurrir por varios mecanismos: por mutación del ARNr 16S o de 
proteínas ribosomales, o por modificaciones post-transcripcionales mediante la metilación del 
ARNr 16S (Magnet S et al., 2005; Doi Y et al., 2016).  
En general se ha observado que las mutaciones en el ARNr 16S no constituyen un 
mecanismo de resistencia común entre bacterias patógenas, ya que son regiones altamente 
conservadas y la mayoría de mutaciones en esta zona son letales (Gregory ST, 2005; Doi Y et al., 
2016). De tal manera que se podría considerar que el único caso relevante desde el punto de 
vista clínico es la resistencia a estreptomicina por mutaciones en el ARNr 16S y en la proteína 
S12 de Mycobacterium tuberculosis, que confiere altos niveles de resistencia debido a que solo 
tiene una copia del operón ribosómico (Dobner P et al., 1997). Por el contrario, las 
modificaciones post-transcripcionales sí son relevantes en la práctica clínica (Doi Y et al., 2016).  
 
3.6.3.1 Metilaciones post-transcripcionales del ARNr 16S 
Este mecanismo de resistencia es el más reciente de los mecanismos de resistencia que 
afectan a aminoglucósidos (Cantón R, 2009). Está mediado por enzimas metiltransferasas del 
ARNr 16S, comúnmente denominadas metilasas o metiltransferasas, las cuales van a añadir un 
grupo metilo en residuos de nucleótidos que se localizan en el sitio de unión de los 
aminoglucósidos en al ARNr, impidiendo la interacción del ribosoma con el antibiótico necesaria 
para que se produzca la acción del aminoglucósido (Doi Y et al., 2016). Este mecanismo de 
resistencia se encuentra presente de forma natural en bacterias productoras de 
aminoglucósidos como un mecanismo de autodefensa,  pues les confiere altos niveles de 
resistencia frente a los mismos (Wachino J et al., 2012).  
Sin embargo, su importancia radica en que recientemente las bacterias patógenas han 
adquirido este mecanismo, que rápidamente se ha ido diseminando exclusivamente entre 
distintas especies bacterianas Gram negativas, adquiriendo una gran importancia a nivel clínico 
  
  
debido a que confiere altos niveles de resistencia frente a los aminoglucósidos utilizados en la 
clínica (Garneau-Tsodikova S  et al., 2016; Wachino J et al., 2012).  
3.6.3.1.1. Metiltransferasas adquiridas  
En función del nucleótido en que produzcan la modificación, residuo N7 en G1405 o  
residuo N1 en A1408, las metilasas se clasifican en dos familias, Arm y Pam respectivamente 
(Savic M et al., 2009; Wachino J  et al., 2007). En ambos casos las enzimas requieren como 
sustrato la subunidad ribosomal 30S madura, es decir, formada por el ARNr 16S y las proteínas 
ribosomales; no van a introducir la metilación en el ARNr 16S desnudo (Zarubica T et al., 2011; 
Dunkle JA et al., 2014).  
Dentro de la familia Arm (en inglés Aminoglycoside Resistance Methyltransferase) se han 
descrito nueve genes de resistencia: armA, rmtA-rmtH y cuatro variantes, mientras que dentro 
de la familia Pam (en inglés Pan-Aminoglucoside resistance Methyltransferase) tan solo se ha 
descrito el gen npmA (Savic M et al., 2009). 
Las metilasas de la familia Arm confieren resistencia a los aminoglucósidos 4,6-2-DOS, 
pero mantienen la susceptibilidad frente a los 4,5-2-DOS, los 1-DOS y los aminoglucósidos que 
tienen por anillo otro grupo diferente al DOS como la estreptomicina. Por el contrario, npmA 
confiere también resistencia frente a 4,6-2-DOS, pero confiere más altos niveles de resistencia 
frente a los 4,5-2-DOS y 1-DOS, y se mantiene susceptible frente a los no-DOS (Wachino J et al., 
2012).  
Desde que en 2003 se publicara la identificación de las primeras metilasas que conferían 
resistencia a aminoglucósidos, RmtA y ArmA, otras 12 metiltransferasas han ido describiéndose 
a lo largo del tiempo, en diferentes países y diferentes especies bacterianas Gram negativas, 
aisladas tanto de muestras humanas como de animales (de producción y de compañía),  de 
alimentos y del medio ambiente (tabla 3) (Yokoyama K et al., 2003; Galimand M et al., 2003; Doi 
Y  et al., 2016).  
Las metiltransferasas adquiridas son genes que se encuentran incluidos en diversos tipos 
de elementos genéticos móviles como transposones o integrones, lo cual permite su 
movilización dentro del genoma bacteriano (Wachino J et al., 2012). En general, estos elementos 
móviles se van a localizar en plásmidos transferibles tanto de amplio como de estrecho rango 
de hospedadores, lo que posibilita que, además de la transmisión vertical, puedan transmitirse 





asociadas a estas plataformas genéticas móviles también se han identificado integradas en el 
cromosoma bacteriano (Wachino J et al., 2012; O'Hara JA et al., 2013; Hopkins KL et al., 2010; 
Rahman M et al., 2015). 
Una de las principales preocupaciones asociada a las metilasas es su frecuente 
coexistencia a nivel bacteriano y/o plasmídico con otros tipos de metiltransferasas y, sobre todo, 
con genes de resistencia frente a otros antibióticos relevantes en la práctica clínica, 
principalmente betalactámicos y fluoroquinolonas (Wachino J et al., 2012). El tratamiento de 
elección ante infecciones producidas por bacterias Gram negativas es la monoterapia con 
betalactámicos, sin embargo, cuando se observan resistencias frente a estos antibióticos, la 
mejor alternativa es el uso de aminoglucósidos o fluoroquinolonas (Tängdén T, 2014). Por lo 
tanto, la asociación de metilasas junto a betalactamasas/carbapenemasas y genes de resistencia 
transferibles a quinolonas, ya sean proteínas protectoras (proteínas Qnr), enzimas 
modificadoras (aac(6´)-Ib-cr) o bombas de eflujo (QepA), reduce enormemente la posibilidades 
de éxito terapéutico en el tratamiento de infecciones causadas por patógenos multirresistentes 
(Liu JH et al., 2008; Ruiz J  et al., 2012; Wei DD  et al., 2015) llevándonos al uso de antibióticos 





RmtB2 tiene 3 cambios aminoacídicos con respecto RmtB, RmtB3 tiene 1 cambio aminoacídico con 
respecto RmtB, RmtD2 tiene 9 cambios aminoacídicos con respecto RmtD (también denominada RmtD1), 
RmtE2 tiene 1 cambio aminoacídico con respecto RmtE. (Bueno MF et al., 2017; Filgona J  et al., 2015; 
Gamal D et al., 2016; Rahman M et al., 2015; Sidjabat HE et al., 2015, Lee CS et al., 2014; Rubin JE et al., 
2014; Tada T et al., 2013; Xia J et al., 2015; Lee CS et al., 2015; Tijet N et al., 2011; Bueno MF et al., 2013; 
Fontes LC et al., 2011; Leigue L et al., 2015; Doi Y et al., 2007; Xu G et al., 2015; Hopkins KL et al., 2010; 
Castanheira M et al., 2012; O´Hara JA et al., 2013; Wachino J et al., 2012; Doi Y  et al., 2016).








4.1 Historia de las polimixinas 
En los años 40 se llevaban a cabo múltiples programas de búsqueda de microorganismos 
del suelo productores de sustancias antimicrobianas (Bradford PA  et al., 2012). Curiosamente, 
en 1947 tres grupos independientes identificaron 5 compuestos que presentaban el mismo 
espectro antibacteriano, eran activos en las mismas concentraciones, todos ellos eran 
producidos por Bacillus polymyxa, una bacteria del suelo Gram positiva, aunque químicamente 
mostraban diferencias (Sebek OK, 1967). Estos compuestos se englobaron bajo el nombre de 
polimixinas y designaron alfabéticamente como polimixinas A, B, C, D, y E (esta última se 
demostró en 1963 que era idéntica a la colistina, antibiótico descubierto en Japón en 1949) 
(Sebek OK, 1967; White RJ; 2012). Posteriormente se han identificado otros compuestos como 
la  polimixina M (Sebek OK, 1967).  
No obstante, su interés clínico rápidamente se vio comprometido por su alta 
nefrotoxicidad (Bradford PA  et al., 2012). De tal manera que la polimixina B y E, que eran las 
que presentaban menor toxicidad, fueron las únicas que se introdujeron en los años 50 en la 
práctica clínica para  tratamiento de infecciones producidas por bacterias Gram negativas (Sebek 
OK, 1967; Kaye KS et al., 2016). No obstante, puesto que la toxicidad seguía siendo elevada y 
fueron surgiendo alternativas terapéuticas menos tóxicas, como por ejemplo los 
aminoglucósidos, a mediados de la década de los 70 se abandonó su uso en medicina humana 
pero se mantuvo en medicina veterinaria, principalmente en la producción porcina, donde 
además se utilizó en cantidades masivas (Kaye KS et al., 2016; Rhouma M et al., 2016b).  
A raíz de la combinación de dos factores críticos en las dos últimas décadas, como son 
la falta de descubrimiento de nuevos tipos de antibióticos y el incremento de infecciones 
producidas por bacterias multirresistentes, la colistina ha resurgido como una alternativa eficaz, 
pues en contra de su toxicidad presenta propiedades como un rápido efecto bactericida y un 
lento desarrollo de resistencia (Loho T et al., 2015; Bialvaei AZ et al., 2015). Estas circunstancias 
convierten a la colistina en un antibiótico de último recurso (Jeannot K  et al., 2017).  En los 





mantengan su actividad pero resulten menos tóxicos, y actualmente se encuentran en fase de 
estudios preclínicos (Vaara M, 2010). 
 
 4.2 Estructura y clasificación de las polimixinas 
Las polimixinas son pequeñas moléculas de lipopéptidos anfipáticos policatiónicos que 
presentan un anillo heptapeptídico unido a un tripéptido corto que sobresale y se une a una cola 
de ácidos grasos hidrofóbicos (Trimble MJ  et al., 2016; Cai Y et al., 2015). Las polimixinas de uso 
clínico, polimixina B y colistina, presentan una estructura tremendamente similar, 
diferenciándose únicamente en el tipo de aminoácido que presentan en la posición 6, D-
fenilalanina en la polimixina B y D-leucina en la colistina, lo cual favorece que tengan una 
actividad muy similar, llegando a producirse resistencias cruzadas (figura 8) (Kaye KS et al., 2016; 
Trimble MJ  et al., 2016). 
 
 
En función de las características de la cadena de ácidos grasos, tanto la polimixina B 
como la colistina se dividen en subtipos, de tal manera que las formulaciones comerciales 
contienen los diferentes componentes activos en distintas proporciones en función de los 
fabricantes y de los lotes (Cai Y et al., 2015).  Los componentes activos mayoritarios de la 
Figura 8. Estructura química de la polimixina B y la colistina.  R1: cadena de ácidos grasos. Dab: ácido 
diaminobutírico. Thr: treonina. Leu: leucina. La diferencia aminoacídica entre ambos compuestos se 





polimixina B son la polimixina B1 y B2, que se diferencian en la cadena de ácidos grasos a la que 
están unidos, siendo (S)-6-metiloctanoil y 6-metilheptanoil respectivamente (Cai Y et al., 2015). 
En el caso de la colistina, los componentes activos mayoritarios de las formulaciones comerciales 
son la colistina A ((S)-6-metiloctanoil)  y colistina B (6-metilheptanoil) (Cai Y et al., 2015). El 
carácter anfipáticos se deriva de la hidrofobicidad proporcionada por la cadena de ácidos grasos 
y la hidrofilicidad derivada de los cinco grupos diaminobutíricos (Rhouma M et al., 2016b). 
Además, estos cinco residuos diaminobutíricos presentan aminas cargadas positivamente 
cuando se encuentran a pH fisiológico, lo que le otorga la capacidad policatiónica a la molécula 
(Bialvaei AZ  et al., 2015;   Rhouma M et al., 2016b). 
 
4.3 Mecanismo de acción de las polimixinas 
Pese a que el mecanismo de actuación de las polimixinas no está completamente 
dilucidado, sí se sabe que actúan perturbando la integridad de las membranas externa e interna 
(o citoplasmática) a través de la “captación autopromovida” derivada de su carácter anfipático, 
induciendo el efecto bactericida muy rápidamente (Bialvaei AZ et al., 2015; Cai Y et al., 2015; 
Kaye KS et al., 2016).  
La diana de acción de las polimixinas es la región lípido A de los lipopolisacáridos (LPS) 
de la membrana externa. Consecuentemente, las bacterias Gram positivas, que no presentan 
membrana externa, no son susceptibles a las polimixinas (Dijkmans AC  et al., 2015). Los 
fosfoésteres del lípido A están asociados a los cationes divalentes de Mg2+ y Ca2+, los cuales unen 
y estabilizan las moléculas de LPS adyacentes, es decir, contribuyen al mantenimiento 
estructural (Aguayo A  et al., 2016). Las aminas de las polimixinas  se encuentran cargadas 
positivamente a pH fisiológicos, lo que les permite interaccionar con los fosfatos del lípido A 
cargados negativamente (figura 9 A) (Trimble MJ et al., 2016). A raíz de esta interacción, se 
produce un desplazamiento repulsivo de los cationes del lípido A (Mg2+ y Ca2+) induciéndose una 
desestabilización de la membrana externa (figura 9 B), lo cual produce los primeros efectos 
perjudiciales para la bacteria, ya que permite el paso de moléculas que antes eran no 
permeables o débilmente permeables e induce la fuga de proteínas periplásmicas (Trimble MJ 
et al., 2016). Este momento es aprovechado por la polimixina que, gracias a su carácter 
hidrofóbico, va a penetrar en la capa fosfolipídica de la membrana externa alcanzando el espacio 
periplásmico y la membrana citoplasmática y, por mecanismos aún no conocidos, generará una 





que finalmente producirán el efecto bactericida (figura 9 C) (Trimble MJ et al., 2016; Aguayo A  
et al., 2016). 
Además de inducir el efecto bactericida por desestabilización de las membranas 
bacterianas, las polimixinas tienen la capacidad de neutralizar el efecto endotóxico producido 

















4.4 Propiedades  
A partir de ahora nos centraremos en la colistina o polimixina E.  
La colistina es un bactericida con un espectro de actuación estrecho, pues solo es eficaz 
contra bacterias aerobias, Gram negativas como enterobacterias, Acinetobacter spp., 
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis y también contra 
algunas especies de micobacterias, incluyendo Mycobacterium tuberculosis (Karaiskos I et al., 
2017). Existen especies resistentes intrínsecamente como todas las bacterias Gram positivas, los 
A B 
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Figura 9. Mecanismo de acción de las polimixinas. LA: lípido A del LPS. P: fosfato cargado negativamente. 
Ca2+ y Mg2+: iones calcio y magnesio cargados positivamente. En color verde se muestra la bicapa 





cocos Gram negativos, algunas enterobacterias (Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp. y 
Edwardesiella spp.) así como Brucella o Burkholderia (Karaiskos I et al., 2017). Sin embargo, la  
importancia de la colistina radica en que todavía muestra actividad contra bacterias 
multirresistentes y extensamente resistentes, incluyendo aquellas productoras de 
carbapenemasas (Karaiskos I et al., 2017).   
Existen dos formulaciones químicas de colistina que se pueden utilizar en clínica y que 
serán completamente diferentes en cuanto a propiedades y utilización, el sulfato de colistina 
(colistina) y el colistinmetato de sodio o CMS (Bialvaei AZ  et al., 2015). El CMS es una forma 
inactiva que debe convertirse en colistina dentro del organismo para ejercer su acción, sin 
embargo, solo una pequeña fracción es hidrolizada a colistina, mientras que la mayor parte de 
la dosis es eliminada vía renal (Dijkmans AC  et al., 2015; Bialvaei AZ  et al., 2015). El CMS puede 
administrarse tanto por vía parenteral como a través de aerosoles, mientras que la colistina 
puede administrarse vía oral, tópica e inhalatoria. (Dijkmans AC  et al., 2015; Bialvaei AZ  et al., 
2015). 
Las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas de la colistina son muy variables 
en función de la bibliografía que se consulte. En general el CMS tiene una vida media corta 
(máximo de 5 horas en pacientes con problemas renales) en comparación con la colistina (que 
puede llegar a 18 horas en esos pacientes) y ambas se eliminan vía renal  (Dijkmans AC  et al., 
2015). 
El régimen general de administración de la colistina va a depender de varios factores: el 
tipo de colistina administrada (CMS o colistina), la vía de administración (inhalatoria o 
intravenosa), el peso del paciente y su capacidad renal (función renal normal o función renal 
alterada) (Michalopoulos AS et al., 2011; Dijkmans AC et al., 2015). En general, se ha observado 
que la utilización de terapia combinada de colistina con otros antibióticos, como por ejemplo 
carbapenemas tiene una mayor efectividad que la monoterapia de colistina (Vardakas KZ  et al., 
2016).  
 
4.5  Toxicidad  
Uno de los principales problemas asociados al uso de colistina (al igual que la polimixina 
B) es su capacidad de inducir nefrotoxicidad y neurotoxicidad, lo cual hizo que durante unos 





efectos adversos menos comunes, como dolor en la zona de inyección intramuscular, reacciones 
de hipersensibilidad o bronquiespamos tras la administración inhalatoria (Cai Y et al., 2015). 
 La nefrotoxicidad es el efecto adverso más frecuente, es dosis dependiente y 
normalmente es reversible, aunque no siempre (Javan AO  et al., 2015). El daño renal se produce 
por la captación de colistina por parte de las células tubulares del riñón, lo cual induce a su 
apoptosis (Cai Y et al., 2015). Como consecuencia de esta necrosis tubular se produce una 
disminución en la eliminación de la creatinina incrementándose los niveles de urea y nitrógeno 
en sangre, pudiendo llegar a causar oliguria, proteinuria o cilindruria (Javan AO et al., 2015). 
Existen factores que incrementan el riesgo de nefrotoxicidad, como son la dosis y duración del 
tratamiento (dosis únicas diarias inducen menor toxicidad que múltiples dosis), factores 
relacionados con el paciente (edad, sexo, gravedad de su situación, enfermedades 
concomitantes) o la administración conjunta con otros fármacos nefrotóxicos (Javan AO  et al., 
2015; Cai Y et al., 2015).  
La neurotoxicidad se produce por inhibición de los receptores de acetilcolina o la 
inhibición de la liberación de la acetilcolina, de tal manera que se produce un bloqueo 
neuromuscular capaz de causar, entre otros efectos, parestesia, mareos, neuropatía, sordera 
parcial, alteraciones oculares, psicosis, convulsiones e incluso en algunos casos dificultad 
respiratoria o apnea (Cai Y et al., 2015; Javan AO  et al., 2015). Estos efectos son menos 
frecuentes que los nefrotóxicos, son siempre reversibles  y  van a depender de la dosis 
administrada, apareciendo en mayor proporción en mujeres, pacientes con largos tratamientos 
o con función renal comprometida (Cai Y et al., 2015; Javan AO  et al., 2015). 
 
4.5 Usos  
4.5.1 Uso clínico en medicina humana 
En función del tipo de infección a tratar se recomienda una vía de administración 
diferente, de tal manera que la vía más utilizada es la intravenosa, seguida por la vía inhalatoria 
y en menor grado la oral (figura xx) (Wertheim H et al., 2013). En general su uso se recomienda 
en el tratamiento de infecciones producidas por bacterias Gram negativas multirresistentes 
(Loho T  et al., 2015). 
 La administración intravenosa de la colistina está indicada para el tratamiento de 
septicemias, neumonías e infecciones asociadas a catéteres (Wertheim H et al., 2013). La 





P. aeruginosa en pacientes con fibrosis quística, así como para el tratamiento de neumonías 
adquiridas en el hospital (Loho T  et al., 2015; Dijkmans AC  et al., 2015). En neumonías severas 
se suele utilizar la vía inhalatoria combinada con la terapia intravenosa (Dijkmans AC  et al., 
2015). La administración oral de colistina se utiliza en la descontaminación intestinal selectiva, 
mientras que el uso tópico se aplica en el tratamiento de infecciones oculares y otitis externas 
causadas principalmente por P. aeruginosa (Dijkmans AC  et al., 2015). También ha sido descrito 
su uso vía intravesical o intratecal para el tratamiento de infecciones del tracto urinario o 
meningitis  causadas mayoritariamente por Acinetobacter baumannii (Loho T  et al., 2015).  
3.5.2 Medicina veterinaria 
En veterinaria la colistina se ha usado considerablemente durante décadas, 
principalmente en el tratamiento y prevención de diarreas en ganado porcino, aunque también 
en pollos y terneros (EMA, 2013). Actualmente en Europa, la colistina es   ampliamente utilizada 
en medicina veterinaria (Catry B  et al., 2015). En animales de producción se administra 
fundamentalmente vía oral en el pienso o en el agua para el tratamiento de infecciones causadas 
por enterobacterias en conejos, cerdos, pollos, terneros, ovejas, cabras, gallinas ponedoras y 
rumiantes de producción lechera (figura 10) (Catry B  et al., 2015).  Su uso también está 
permitido en la prevención y tratamiento de colibacilosis neonatal en terneros a través de la 
administración de pastillas (Catry B  et al., 2015). La vía parenteral e intramamaria se reservan 
principalmente para el tratamiento de infecciones y endotoxemia en rumiantes. En acuicultura 
también se usa en la prevención de infecciones por bacterias Gram negativas (EMA, 2013). Fuera 
de la Unión Europea la colistina es un antibiótico que se utiliza también como promotor del 
crecimiento, aunque en algunos países como China ya se están promoviendo acciones para 
prohibir su uso como promotor (Rhouma M  et al., 2016b;  Wang Y et al., 2017). 
 En animales de compañía la colistina puede utilizarse inyectable o en gotas de oídos y 
ojos, tanto sola como en combinación con otros antimicrobianos. Sin embargo, su uso es mucho 
menos frecuente que en animales de producción (Catry B  et al., 2015).  
Actualmente, una de las mayores preocupaciones que existe a nivel mundial se centra 
en el reservorio de resistencia a colistina mediada por plásmidos que suponen los animales de 
producción, a raíz de su uso indiscriminado, y  en cómo repercute negativamente este reservorio 







4.6 Mecanismos de resistencia a colistina 
Como hemos visto anteriormente, la colistina para ejercer su acción necesita 
interaccionar con el lípido A de los lipopolisacáridos  (LPS). El mecanismo más común de 
resistencia a colistina (como al resto de polimixinas) consiste en la modificación de su diana de 
acción, a través de la modificación post-transcripcional de los LPS de la membrana exterior, lo 
que induce una reducción en la carga negativa de los residuos de fosfato del lípido A, 
impidiéndose la interacción de la colistina con el LPS y con ello su efecto bactericida (Jeannot K  
et al., 2017). A parte se han descrito otros mecanismos menos relevantes que también 
contribuyen a la resistencia a polimixinas, como por ejemplo la sobreexpresión de bombas de 
eflujo, la modificación de las porinas de la membrana externa, la formación capsular mediante 
la sobreproducción de polisacáridos capsulares o la hipervesiculación (Bialvaei AZ et al., 2015; 
Trimble MJ et al., 2016). Todos estos mecanismos son cromosómicos, por lo que su transmisión 
es exclusivamente vertical. Asimismo presentan una lenta evolución y un alto fitness cost, lo cual 
ha favorecido que los niveles de resistencia a colistina se mantuviesen bajos en todo el mundo 
(Olaitan AO et al., 2014; Lee JY et al., 2016; Loho T  et al., 2015; Jeannot K  et al., 2017; Al-Tawfiq 
JA et al., 2017). Sin embargo, recientemente se ha descubierto el primer gen de resistencia a 
colistina capaz de transmitirse horizontalmente, mcr-1, el cual se ha convertido en la principal 
causa de resistencia a colistina en enterobacterias como E. coli, K. pneumoniae o Salmonella 





enterica, agravando la situación de la resistencia  a colistina a nivel mundial (Liu YY  et al., 2016; 
Jeannot K  et al., 2017).  
4.6.1. Modificación de los LPS 
Los sistemas de dos componentes permiten la modificación de la estructura de los LPS 
cuando detectan condiciones de estrés para la bacteria, activando proteínas reguladoras que 
modulan la expresión de distintos genes diana, que finalmente modifican la estructura del LPS 
(Jeannot K  et al., 2017). En función de la especie bacteriana podemos encontrarnos diferencias 
con respecto a los genes que participan en esta cascada de modificación, pero en la mayoría de 
las bacterias los sistemas de dos componentes van a ser PmrA/PmrB y PhoP/PhoQ (Jeannot K  
et al., 2017). De manera resumida, el funcionamiento sería el siguiente: PmrB y PhoQ son 
quinasas  transmembranales citoplasmáticas que se activan al detectar cambios en el medio 
extracelular, como baja concentración de Mg2+, Ca2+, altas concentraciones de Fe3+, Zn2+, 
presencia de péptidos antimicrobianos catiónicos (polimixinas), pH bajo, etc. (Jeannot K  et al., 
2017; Bialvaei AZ  et al., 2015; Trimble MJ et al., 2016). Una vez activas, estas quinasas van a 
fosforilar a sus proteínas reguladoras PmrA o PhoP, activándolas  (figura 11) (Jeannot K  et al., 
2017). Estas proteínas a su vez va a activar la expresión de distintos genes que van a participar 
en la modificación del LPS a distintos niveles (Trimble MJ et al., 2016). Los genes activados más 
comunes son 4-amino-4deoxi-l-arabinosa (L-Ara4N) que se va a unir al grupo fosfato del lípido 
A o la fosfoetanolamina (PEtN) que se une directamente al lípido A del LPS (Kaye KS  et al., 2016). 
Ambas modificaciones disminuyen la carga negativa neta del lípido A, impidiendo la unión de la 
polimixina. La resistencia a colistina se produce cuando existen mutaciones en los genes que 
regulan (mgrB en K. pneumoniae) o forman parte de estos sistemas de dos componentes, de tal 
manera que estos mecanismos de modificación de la estructura de los LPS están 
sobreexpresándose constitutivamente (Jeannot K  et al., 2017). 
Como hemos mencionado, dentro de cada especie bacteriana este sistema va a tener sus 
peculiaridades, como por ejemplo sucede en P. aeruginosa donde además de los sistemas 
clásicos PmrA/PmrB y PhoP/PhoQ pueden intervenir otros sistemas de dos componentes, como 
ParR/ParS, CprR/CprS, y ColR/ColS (Trimble MJ et al., 2016). 
 En A. baumannii solo se ha descrito el sistema PmrA/PmrB, que en vez de sintetizar L-
Ara4N sintetiza galactosamina, que también se adicionará al lípido A (Jeannot K  et al., 2017). 
Igualmente, se ha observado un mecanismo único que aporta alto niveles de resistencia a 





la biosíntesis del lípido A (lpxA, lpxC, lpxD) o del núcleo del LPS (lpsB) (Jeannot K  et al., 2017; 
Kaye KS  et al., 2016).  
 
 
4.6.2. Resistencia a colistina mediada por plásmidos: genes mcr 
Como hemos comentado a lo largo del capítulo, la colistina es un buen antibiótico de 
último recurso, pues es eficaz en el tratamiento de infecciones multirresistentes y los niveles de 
resistencia son bastante  bajos (Gales AC et al., 2011). Sin embargo, la aparición de genes de 
resistencia a polimixinas transferibles mediante plásmidos amenaza con acabar con esta 
herramienta, pues pese a ser un mecanismo recientemente identificado, se ha convertido en el 
más prevalente gracias a la facilidad de diseminación que presenta al estar codificada en un 
plásmido (Jeannot K et al., 2017). Esta situación ha generado una alarma ante la preocupación 
de la pérdida de eficacia de la colistina como antibiótico de último recurso en el tratamiento de 
infecciones multirresistentes (Al-Tawfiq JA et al., 2017). 
Figura 11. Representación de los principales genes implicados en el mecanismo de resistencia a colistina 
por modificación de la estructura de los LPS. El asterisco amarillo representa posibles mutaciones 
implicadas en la resistencia a colistina, que mantienen la expresión constitutiva del sistema. La activación 
de los sistemas PmrB/A y PhoQ/P activa la expresión de L-Ara4N y PetN, que se adicionan en el lípido A 






El gen mcr-1 (por sus siglas en inglés plasmid-mediated colistin resistance), fue 
identificado por primera vez en China en un plásmido IncI2 de gran tamaño (64105 pares de 
bases) con una alta tasa de transferencia y estabilidad, incluso en ausencia de antibióticos (Liu 
YY et al., 2016). Su mayor prevalencia en animales, su frecuente asociación con ISApl1, elemento 
móvil originario de un patógeno animal (Pasteurella multocida), y el hecho de que la colistina se 
haya utilizado de manera masiva en animales de producción, estableció la teoría de que se 
originase primero en animales y se diseminara posteriormente a humanos (Liu YY  et al., 2016; 
Schwarz S et al., 2016; Karaiskos I et al., 2017).  El análisis de los residuos localizados en el sitio 
catalítico de la proteína junto con modelos predictivos de la estructura de la proteína, 
determinaron que Mcr-1 tenía similitud estructural con las enzimas LptA y EptC de Neisseria 
meningitidis y Campilobacter jejuni respectivamente (Liu YY  et al., 2016;  Jeannot K  et al., 2017). 
Estas enzimas con actividad fosfoetanolamina transferasa son capaces de adicionar una 
molécula de PEtN al ácido 3-desoxi-manooctulosónico del núcleo del LPS (figura 11) (Liu YY  et 
al., 2016;  Jeannot K  et al., 2017). Por lo tanto, el mecanismo por el cual mcr-1 confiere 
resistencia a polimixinas se basa en la adición de PEtN al lípido A, por lo que en esencia es igual 
que el mecanismo cromosómico de modificación de LPS explicado en el apartado anterior  (Liu 
YY  et al., 2016).  
Desde su descubrimiento en 2015 se han descrito aislados positivos a este gen así como 
a sus variantes mcr-2 (76,75% identidad en nucleótidos con mcr-1) y mcr-1.2 (sustitución 
aminoacídica Q3L con respecto a mcr-1) a lo largo de todo el mundo, procedentes tanto de cepas 
clínicas humanas como de animales, alimentos y medio ambiente (figura 12) (Di Pilato V et al., 
2016; Xavier BB et al., 2016; Jeannot K et al., 2017).  
Por el momento, mcr-1 y sus variantes solo han sido descritos en enterobacterias, 
principalmente en E. coli, K. pneumoniae y Salmonella spp., donde el nivel de resistencia que 
confieren, en general, es menor que el producido por mutaciones cromosómicas  (Liu YY  et al., 
2016; Jeannot K  et al., 2017). La movilización de mcr-1 se asocia a la secuencia de inserción 
ISApl1, aunque la presencia de este elemento móvil en los plásmidos que contienen mcr-1 es 





los años 2011-2014, el estudio retrospectivo de su prevalencia ha detectado la presencia de este 
gen en aislados más antiguos de incluso 1980 (Schwarz S  et al., 2016; Liu YY  et al., 2016).  
 
Las dos características de los genes mcr que más preocupan son su localización en 
plásmidos transferibles, que fácilmente pueden diseminarse por conjugación entre distintas 
especies bacterianas, y su frecuente co-localización con otros genes de resistencia de 
importancia clínica, como blaCTX-M, blaNDM, blaKPC, blaOXA-48, etc.  (Jeannot K  et al., 2017; 
Karaiskos I et al., 2017). mcr-1 ha sido localizado en plásmidos con distintos grupos de 
incompatibilidad como InI2, IncX4, IncHI2, IncP o IncF (Karaiskos I et al., 2017). En general, estos 
plásmidos se encuentran muy diseminados entre enterobacterias tanto de animales como de 
humanos y frecuentemente asociados a betalactamasas de espectro ampliado, genes de 
resistencia a quinolonas o carbapenemasas (Day MJ et al., 2016; Zurfluh K et al., 2015; Zurfluh 
K et al., 2014).
Figura 12. Distribución mundial de mcr-1 procedente de aislados humanos, ambientales, de alimentos 
y de animales de producción. (Carnevali C et al., 2016; Ovejero CM et al., 2017; Jeannot K et al., 2017; 
Sonnevend Á et al., 2016; Do Monte DF et al., 2017; Hartl R et al., 2017; Meinersmann RJ et al., 2017; El 
Garch F et al., 2017; Mohsin M et al., 2016; Yanat B et al., 2016; Meinersmann RJ et al., 2016; Brauer A et 












































Imagen: El gerente de la farmacia de Whalen, Dave Tarlow, colgando un cartel en el cual 
publicitan el hecho de que ya pueden vender penicilina y la tienen en stock. Nueva York, 1945. 




OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN 
 
La resistencia a antibióticos se ha convertido en una de las mayores preocupaciones de 
la salud pública del siglo XXI, pues paulatinamente nos acerca a la era post-antibiótica en la cual, 
no solo el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes no será 
posible ante la falta de antibióticos efectivos, si no que todos los avances logrados por la 
medicina y cirugía moderna se verán amenazados. Uno de los factores que interviene en la 
acentuación de dicha preocupación es la escasez en el desarrollo y puesta en el mercado de 
nuevos antibióticos, lo cual obliga a preservar los antibióticos que actualmente tenemos 
disponibles, especialmente aquellos con gran poder bactericida incluso contra microorganismos 
multirresistentes como las carbapenemas, la tigeciclina o la colistina, por lo que se consideran 
antibióticos de último recurso.  
Las enterobacterias son una familia de bacterias Gram negativas responsables de gran 
parte de las infecciones nosocomiales que se producen a nivel mundial. Desafortunadamente, 
la asociación de estas bacterias junto con mecanismos de resistencia frente a antibióticos de 
último recurso está en aumento. Sin embargo estas bacterias no solo habitan en ambientes 
hospitalarios, si no que podemos encontrárnoslas como comensales del ser humano, de los 
animales e incluso en el medio ambiente. Este hecho favorece que las resistencias que se 
seleccionan y evolucionan en uno de estos ambientes sean capaz de propagarse hacia el resto 
fácilmente. 
Por todo ello el objetivo de esta tesis doctoral es la identificación y caracterización de 
enterobacterias resistentes a antibióticos de importancia clínica, aisladas de animales de 
compañía, del medio ambiente y de pacientes hospitalizados. El estudio epidemiológico-
molecular del origen y diseminación de estas bacterias en sus respectivos medios, junto con el 
análisis de las plataformas genéticas involucradas en la transmisión de las resistencias, nos dará 
información sobre su potencial de diseminación hacia otros nichos y su tendencia evolutiva. De 
esta forma alcanzaremos un mayor conocimiento sobre el papel que juegan los animales de 
compañía y el medio ambiente en la resistencia a antimicrobianos y evaluaremos su repercusión 
en la salud humana. Así mismo, el estudio evolutivo de patógenos multirresistentes a nivel 
intrahospitalario nos permitirá identificar  la presencia y emergencia de clones epidémicos de 
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alto riesgo y de sus plataformas genéticas, con el fin de interrelacionarlos para facilitar su 
detección y frenar su propagación.  
Con todos estos resultados podrán desarrollarse acciones y tomarse medidas para 





















































Esta tesis doctoral se compone de tres trabajos en los que se estudian y caracterizan  las 
resistencias antimicrobianas en los ambientes humano, animal y ambiental respectivamente. 
Por ello y con el fin de facilitar su lectura y comprensión, los resultados se presentan divididos 
en tres capítulos, cada uno de los cuales hace referencia al trabajo realizado en cada uno de 
estos tres ámbitos. Dos de estos trabajos han sido recientemente publicados en revistas 
















Klebsiella pneumoniae ST11 and ST147 highly resistant 












Resistance to tigecycline is infrequent, and has been limited and restricted to bacteria 
isolated from human samples. In this study we have identified two Klebsiella pneumoniae 
isolates, BB1286 and BB1287, collected from urine samples from dogs. The isolates showed a 
multiresistant profile with an unexpected high-level resistance to tigecycline (MIC > 4 mg/L). 
PFGE analysis revealed that both isolates were not genetically related, which was supported by 
MLST typing results that revealed that BB1286 belonged to ST11 and BB1287 to ST147, both 
sequence types classically related to hospitals. To the best of our knowledge this is the first 
identification of tigecycline resistance in bacteria isolated from animals, revealing worrying and 
new ways of spread for bacteria resistant to these last resort antibiotic. We propose that 
companion animals should be included in routine surveillance programs, in order to identify 
their contribution as reservoirs for human health. 
  





The presence of resistant bacteria in animals is a concern for public health, since animals 
act as a reservoir of resistance genes facilitating their maintenance, evolution and spread (Labro 
MT et al., 2014). In this regard, food-producing animals have been more studied than companion 
animals (Labro MT et al., 2014). Nevertheless, the close contact between pets and human beings 
and the fact that the same antibiotics are used to treat infectious diseases in both, have recently 
been of interest (Labro MT et al., 2014; Rubin JE et al., 2014). The incidence of Gram negative 
resistant bacteria on companion animals is increasing, even the occurrence of carbapenemase-
producing bacteria has been already reported (Abraham S et al., 2014).  
Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen that can cause community-acquired 
bacterial pneumonia in immunosuppressed patients such as diabetics or alcoholics. However, 
this organism is most known for being one of the main pathogens that produce nosocomial 
bacterial infections, especially in patients undergoing prolonged hospitalization (Podschun R et 
al., 1998; Montgomerie JZ, 1979). K. pneumoniae belongs to the “ESKAPE” pathogens, a term 
which includes the organisms that currently cause a large number of hospital infections and 
which efficiently “escape” the effects of antimicrobial drugs (Boucher HW et al., 2009; Rice LB 
et al., 2008).  
Since the emergence of extended-spectrum betalactamase-producing organisms in the 
late 1990s, the treatment of infections caused by these bacteria has been compromised. 
Nowadays K. pneumoniae along with E. coli are the main ESBL-producing bacteria. The 
treatment options to avoid therapeutic failure and to correctly control these infections are 
scarce, being carbapenems the treatment of choice (Pitout JDD et al., 2008; Paterson DL et al., 
2005). Nevertheless, the therapeutics options are dramatically decreased with the emergence 
of carbapenem-resistant Klebsiella (Munoz-Price LS et al., 2013). Taking into account that this 
resistance is commonly associated with fluoroquinolone or aminoglycoside resistance, antibiotic 
therapy is limited to a few choices: older antibiotics such as colistin or newer ones such as 
tigecycline (Canton R et al., 2008; Falagas ME et al., 2009). 
Tigecycline is the first member of a new tetracycline class, the glycylcyclines. It is a 
semisynthetic derivative of minocycline, which is active against many species of drug-resistant 
Gram-positive and Gram-negative bacteria, anaerobes and ‘atypical’ bacteria (Peterson LR, 
2008). Due to its effectiveness against multi-drug resistant pathogens, the US Food and Drug 
Administration (FDA) and European Medicines Agency (EMA) establish that tigecycline should 
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be restricted to the treatment of complicated skin and skin structure infections, complicated 
intra-abdominal infections and community-acquired bacterial pneumonia, only when other 
antibiotics are not suitable (Peterson LR, 2008; Sun Y et al., 2013; Stein GE et al., 2013; Livermore 
DM, 2005).  
Since the first report in 2007, tigecycline resistance has increased, mainly among Gram-
negative bacteria. Acinetobacter baumannii is the most frequently isolated tigecycline resistant 
bacterium, closely followed by K. pneumoniae. The appearance of tigecycline resistant isolates 
is related to tigecycline use during the treatment of hospitalized patients (Sun Y et al., 2013). 
Previous studies have shown that tigecycline resistance in K. pneumoniae results from the 
overexpression of AcrAB-TolC, a multisubstrate efflux pump belonging to the resistance-
nodulation-division (RND) superfamily (Sun Y et al., 2013; Hentschke M et al., 2010; Ruzin A et 
al., 2005; Ruzin A et al., 2008). The expression of this efflux pump is controlled by transcriptional 
regulators such as acrR, ramA (Ruzin A et al., 2005; Li XZ et al., 2009; Bailey AM et al., 2008) or 
the lately described rarA (Veleba M et al., 2012a; Veleba M et al., 2012b; De Majumdar S et al., 
2013). Hence, mutations that caused alterations in the expression levels of these regulatory 
proteins can induce the upregulation of AcrAB-TolC, and thus resistance to tigecycline. 
In the present study we characterized two Klebsiella isolates from companion animals 
showing high-level tigecycline resistance. Our results show the involvement of an efflux pump 
other than the well characterized AcrAB and AcrEF in this phenotype. We could confirm that the 








MATERIALS AND METHODS 
Strains, culture conditions and susceptibility tests  
Clinical isolates of Klebsiella pneumoniae resistant to tigecycline, BB1286 and BB1287, 
were isolated from two dog urine samples in the Hospital Clínico Veterinario Complutense, 
Madrid, Spain. Two strains were included in our study as a control, K. pneumoniae ATCC 10300 
and K. pneumoniae BB1097 (clinical isolate sensitive to tigecycline that was isolated in the same 
Hospital in the same period). K. pneumoniae strains were cultured on both Brain Heart Infusion 
agar plates and broth. Culture media was obtained from Oxoid (Oxoid Ltd., Basingstoke, United 
Kingdom) and bioMérieux (France). Chemicals, additives, and antibiotics were supplied by Oxoid 
(Oxoid Ltd., Basingstoke, United Kingdom) and Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
Mo). Antibiogram susceptibility tests were performed using the disk diffusion method according 
to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (CLSI, 2013). The Minimal Inhibitory 
Concentrations (MICs) were determined by broth microdilution in commercial microtiter plates 
(Sensititre EUMVS2; Trek Diagnostics, Inc., Westlake, OH) except in the case of tigecycline, 
neomycin, aztreonam, ampicillin, rifampicin, minocycline and erythromycin, for which 
susceptibility was measured using in-house microtiter plates as CLSI guidelines recommend.  To 
determine the possible involvement of an efflux pump in tigecycline resistance, MICs in the 
presence and absence of the efflux pump inhibitor PABN 75 nM  (phenyl-arginine-β-
naphthylamide dihydrochloride, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) were determined again using 
E-test (bioMérieux, France). 
DNA analysis and manipulation, electroporation, and conjugation experiments 
Primers used in this study were supplied by Sigma-Genosys (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO). A list of the primers used can be found in table 4. Taq (Biotools, B&M Labs, Spain) 
and Phusion polymerase (Finnzymes, Woburn, MA) were used to perform PCRs. PCR products 
were purified using a Qiagen PCR purification kit, or gel extraction kit (Qiagen Inc., Chatswoth, 
CA.) Plasmid DNA extractions were performed using a plasmid midikit and a QIAprep spin 
miniprep kit (Qiagen Inc., Chatswoth, CA.). Plasmid Automated sequencing was undertaken by 
Secugen S. L. (Madrid, Spain). Plasmids were transformed in INV F´ and ATCC 10300 by 
electroporation using the following parameters: 2.5 kV/cm, 25 µF, and 200 Ω. Transformants 
were selected on BHI agar plates containing ampicillin (50 µg/ml). Plasmid conjugation was 
performed using BB1286 and BB1287 as the donors and BB1076 (lacIq rrnBT14 DlacZWJ16 
hsdR514 DaraBADAH33 DrhaBADLD78) as the recipient; the strains were grown until the donor 
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reached an optical density at 600 nm of 0.9. Then, 1 ml of the donor culture, 1 ml of the recipient 
culture, and 1 ml of fresh BHI broth were mixed in and incubated for 3 h at 37°C without shaking. 
Transconjugants were selected on BHI agar plates containing amikacin (150 µg/ml) and 
ampicillin (50 µg/ml). To determine plasmid size of wild type strains and to assess which plasmid 
were transformed or conjugated, S1 pulsed-field gel electroporation (S1- PFGE) were carried out 
as described previously (Granier SA et al., 2011). Plasmid replicon typing to determine the 
plasmid incompatibility group was carried out for transformants and transconjugants (Carattoli 
A, 2005). 
Molecular typing 
K. pneumoniae strains were subjected to pulsed field gel electrophoresis (PFGE) analysis. 
Briefly, the whole-cell DNA of the isolates was extracted and digested with XbaI over-night at 
37ºC. Electrophoresis was carried out with a CHEF DRIII (Bio-Rad) through a 1% agarose gel in 
0.5 x Tris-borate-EDTA buffer at 14ºC, a voltage of 6 V/cm and a switch angle of 120º, using pulse 
times ranging from 2.2 to 63.8 s for 19 h. Lambda ladder PFGE marker (New England Biolabs, 
Ipswich, MA) was used as DNA molecular weight marker.  Multilocus sequence typing (MLST) of 
K. pneumoniae was performed using seven conserved housekeeping genes (gapA, infB, mdh, 
pgi, phoE, rpoB, and tonB) according to protocols available at the MLST Pasteur website 
(http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Sequences were compared with those 
on the MLST web and alleles and sequence types (STs) were assigned accordingly.  
RNA preparation 
Cells of K. pneumoniae were harvested during the exponential phase of growth (optical 
density at 600 nm = 0,3). Total cellular RNA was isolated from cell using the RNeasy kit (Quiagen, 
Inc., Chatsworth, CA) according to the manufacturer´s protocol. A conventional PCR was 
performed to confirm the absence of DNA prior to retrotranscription. Superscript III reverse 
transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) and 6-bp random primers were used for the cDNA 
synthesis. The presence of cDNA was verified through PCR. 
qRT-PCR 
Quantitative real time reverse transcription-PCR was carried out to assess the 
expression levels of acrA and acrF genes. Primers were designed using AlleleID 7.7 software 
(Premier Biosoft, Palo Alto, CA) (Table 4). rpoB was used as a control gene to normalize cDNA 
levels. The tigecycline-sensitive strains ATCC 10300 and BB1097 were used as controls. qRT-PCR 
was performed (three biological replicates, three technical replicates of each)  using a MyiQ 
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thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Spain). No primer-dimer or mispriming was obtained 
in any of the PCRs. The amplification efficiency of all assays was 100% ± 5%. Expression levels 
were normalized against levels of rpoB expression, and  these data were calibrated against 
expression levels of the sensitive strains as the baseline to determine fold changes in expression. 
 
Tabla 4. List of primers used in this study. 
    
      Yb= T or C, 
Primer Sequence 5´→3´ Reference 
   
Amplification and sequencing    
acrRAB -28-9 AAAAATTCACGCCCATCCGC This work 
acrRAB 710-691 GCTATGGTACATACATTCAC This work 
acrRAB 1072-1091 TGTATCAGATCGATCCAGCC This work 
acrRAB 1194-1175 CCAACAGTTTCTGATAACGC This work 
acrRAB 2181-2200 GCAGAACACCGTAACTCAGG This work 
acrRAB 2307-2288 ATCGGTACCGGATTCGAAGG This work 
acrRAB 3311-3330 ATCGATGGGACAGATTCAGG This work 
acrRAB 3441-3422 CGCGGAAACGATAGTGATGG This work 
acrRAB 4472-4491 TCTGCCGTCACTGGAAATCC This work 
acrRAB 4609-4590 CGCTCCTGATAAGACATCCC This work 
acrRAB 4902-4921 CTTGAAGCAGTACGTATGCG This work 
acrRAB 5187-5168 GTAGCGGCCTTTTGTTCAGG This work 
ramA F GGATGAACCGTATCAACG This work 
ramA R CCATTGAGTATCTGGTGC This work 
ramR F TGCCCGGTGAACCCTGGCGT (Hentschke M et al., 2010) 
ramR R ATTTGCTGATTCAGCAGCGAC (Hentschke M et al., 2010) 
marRA F ATAAAGAGTGACCCACATCG This work 
marRA R TGCGGCAGCGAATAGTTTCA This work 
soxSR F ATGCAGTGGTTAGCCAATGC This work 
soxSR R TAGTGAGGAAAAAGCGACGG This work 
   
qRT-PCR   
 acrA F  GGCAAACATGGATCAACTG This work 
 acrA R  GGCGGTATCGTAGTCTTG This work 
 acrF F  CCCATTTGACGGTGAAAC This work 
 acrF R ACTGCCTGATCGTATTCC This work 
 rpoB F ATATGGCTTCCTTGAGAC This work 
 rpoB R GATAGCAGACAGGTACTG This work 
     
Resistant determinants   
CTX-M universal F CGATGTGCAGTACCAGTAA (Batchelor M et al., 2005) 
CTX-M universal R TTAGTGACCAGAATCAGCGG (Batchelor M et al., 2005) 
MulticaseCIT_for CGAAGAGGCAATGACCAGAC (Dallenne C et al., 2010) 
 MulticaseCIT_rev ACGGACAGGGTTAGGATAGYb (Dallenne C et al., 2010) 
 TetA-F GTAATTCTGAGCACTGTCGC (Saenz Y  et al., 2004) 
 TetA-R CTGCCTGGACAACATTGCTT (Saenz Y  et al., 2004) 
 TetB-F ACGTTACTCGATGCCAT (Moleres J et al., 2015) 
 TetB.R AGCACTTGTCTCCTGTT (Moleres J et al., 2015) 
 TetC-F TCTAACAATGCGCTCATCGT (Saenz Y  et al., 2004) 
 TetC-R GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC (Saenz Y  et al., 2004) 
   





Strain identification and molecular characterization 
In July 2010, two Klebsiella pneumoniae strains (BB1286 and BB1287) were isolated from 
two different dog urine samples in the Hospital Clínico Veterinario Complutense. A complete 
antibiogram profile showed a multiresistant phenotype (table 5) and an unexpected high-level 
resistance to tigecycline (MIC > 4 mg/L). PFGE of both strains showed that the two K. 
pneumoniae were not genetically related. This result was further confirmed by MLST analysis, 
which showed that BB1286 belonged to the hyper-epidemic successful clone ST11 (allelic profile: 
gapA, 3; infB, 3; mdh, 1; pgi, 1; phoE, 1; rpoB, 1; and tonB, 4) and BB1287 was to ST147, a more 
recently ST (allelic profile: gapA, 3; infB, 4; mdh, 6; pgi, 1; phoE, 7; rpoB, 4; and tonB, 38) (Figure 
13). Both sequence types are related with human clones (Andrade LN et al., 2011; Andrade LN 
et al., 2014; Kocsis B et al., 2013; Rodrigues C et al., 2014).  
    




Tabla 5. MIC of strains from this study against several antibiotics. 





Resistance genes and plasmid profiles 
The complete antimicrobial resistance analysis showed that, besides tigecycline, BB1286 
and BB1287 were resistant to sulfamethoxazole, ampicillin, gentamicin, cefotaxime, 
ceftazidime, trimethroprim, aztreonam, tetracycline, streptomycin, chloramphenicol, 
florfenicol, kanamycin, ciprofloxacin, nalidixic acid, rifampicin and minocycline (table 5). Plasmid 
content was analyzed by the S1-PFGE method. BB1286 was shown to carry a plasmid around 
194 kbp, whereas BB1287 bore a 145-kbp replicon (figure 14). Transformation and conjugation 
experiments were only successful with the plasmid from BB1287 (frequency of conjugation 1.78 
x10-6). The 145-kbp replicon was successfully detected in transformant BB1287tf and 
Figura 13. Population Snapshot of K. pneumoniae. Population snapshot was determined by eBURST 
analysis of whole MLST database (2397 STs; last accessed 16 August 2016). ST labels have been removed. 
Each ST is represented by a dot; lines connect single locus variants (SLVs). The blue dot represents the 
predicted primary founder of clonal complex (CC). Yellow dots represent subgroup founders. Rose circles 
indicate the STs of our isolates (BB1286 identified as ST11 and BB1287 as ST147). The dot size is related 
with the amount of isolates of each ST from the MLST Pasteur database. There is a large CC with ST11 as 
the predicted founder. ST147 is the primary founder of a short CC. 
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transconjugant BB1287tc. Antibiotic susceptibility of BB1287tf and BB1287tc showed the 
transfer en bloc of resistance to sulfamethoxazole, gentamicin, ampicillin, cefotaxime, 
ceftazidime, tetracycline, streptomycin, chloramphenicol, florfenicol, kanamycin and aztreonam 
(table 5). The conjugative plasmid was classified according to a PCR-based replicon typing 
protocol (Carattoli A, 2005) as belonging to the IncA/C incompatibility group, which is widely 
distributed among human and animal Enterobacteriaceae (Johnson TJ et al., 2012; Carattoli A, 
2013). 
             In order to characterize the plasmid-borne antibiotic resistance determinants, wild-type, 
transformant and transconjugant strains were screened by conventional PCR for the main beta-
lactamases, fluoroquinolone and tetracycline resistance genes, and sequenced using primers 
listed in table 4. The wild-type BB1286 harboured the non-ESBL blaSHV-11, tetA and qnrB4 genes 
whereas BB1287 carried, besides the non-ESBL blaSHV-11 and the tetA gene, the non-ESBLs 











Tigecycline resistance is mediated by an efflux mechanism 
In order to assess the involvement of efflux pumps in the tigecycline resistance 
phenotype, MICs with and without the efflux inhibitor PAβN were performed. Both BB1286 and 
Figura 14. PFGE of S1 nuclease digestion. Total DNA from the WT strains (BB1286 and BB1287) and the 
transformant and transconjugant of BB1287. 
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BB1287 had a four- and a sixteen-fold decrease in tigecycline resistance respectively in the 
presence of PAβN (table 5). This reduction was indicative of tigecycline efflux in these strains.  
Tigecycline resistance is not produced by AcrAB efflux pump 
In K. pneumoniae, resistance to tigecycline has been always associated with the 
overexpression acrAB, an operon encoding two of the three genes of the AcrAB-TolC multi-drug 
resistance transporter of the Resistance-Nodulation-Division (RND) Superfamily (Li XZ et al., 
2009). Mutations in the genes regulating AcrAB are responsible for the enhanced expression of 
the operon, leading to the resistance phenotype. To assess the role of this system in tigecycline 
resistance in our isolates, qRT-PCR was performed to determine the levels of expression of these 
pumps. Susceptible tigecycline strains, BB1097 and ATCC 10030, were used as controls. 
Expression levels of acrA were not significantly different between BB1286, BB1287 and the 
control strains (figure 15). Accordingly, no mutations potentially related to the resistance 
phenotype were identified in acrAB, nor in its regulome, acrR, marA, marR (marA repressor), 
ramA, ramR (ramA repressor), soxS, soxR (soxS repressor) when comparing tigecycline resistant 
isolates BB1286 and BB1287, and tigecycline susceptible clinical isolate BB1097. We therefore 
decided to study the expression of AcrEF, another RND efflux system known to transport 
tigecycline in E. coli. AcrEF shows high homology with AcrAB, with a 77% amino acid identity 
between the two transporters (Hirata T et al., 2004). Expression levels of acrF were determined 
by qRT -PCR for BB1286, BB1287 and the control strains, BB1097 and ATCC 10030. acrF was very 
weakly expressed in all strains and, no significant differences were observed between resistant 
and sensitive strains (figure 15). 





Figura 15. Expressions levels of efflux pumps, usually involve in tigecycline resistance in K. 
pneumoniae, determined by qRT-PCR. A: Levels of expression of acrF. B: Levels of expression of acrA. 
Pump expression was normalized against rpoB expression levels. 





The increase of antimicrobial resistance is one of the main factors that endanger modern 
medicine. Tigecycline is one of the newest and most powerful antimicrobials available, and is 
used often as the last resource against insidious nosocomial infections for which all other 
antibiotic agents, including carbapenems, are not active. Thus, the use of tigecycline is 
restricted, and resistance in K. pneumoniae from pets was unexpected. 
In this study we analyzed two K. pneumoniae, BB1286 and BB1287, isolated from 
companion animals, which showed high-level resistance to tigecycline and other antibiotics. To 
the best of our knowledge, this is the first identification of tigecycline resistant bacteria isolated 
from pets. Interestingly, MLST confirmed that BB1286 and BB1287 belong to human-related 
sequence types ST11 and ST147 respectively. ST11 is considered as an important hyper-epidemic 
nosocomial human clone distributed worldwide and associated to the dissemination of ESBLs, 
aminoglycoside resistance mediating 16S rRNA methylase genes as well as carbapenemases 
(Andrade LN et al., 2014; Lascols C et al., 2013; Hidalgo L et al., 2013). It is the founder of a large 
clonal complex to which other STs clinically relevant belongs to, such as ST258 (figure 13) 
(Andrade LN et al., 2011). Moreover, ST11 is emerging in animals, since its first detection in dogs 
(Hidalgo L et al., 2013) it has been identified in other companion animals (Donati V et al., 2014; 
Wohlwend N et al., 2015) and recently in wild animals (Pilo P et al., 2015; Loncaric I et al., 2016). 
On the contrary, ST147 is a newer and emergent human-related sequence type as shown in 
figure 13, associated with multidrug and even extensive resistant human isolates but not found 
in animals (Lascols C et al., 2013; Guo L et al., 2016; Galani I et al., 2016). 
It is widely known that the use of antibiotics in food-producing animals, both as 
therapeutic agents and growth promoters, contributes to the selection of resistant strains, thus 
food animals may act as reservoirs of resistant determinants which can be transmitted to human 
directly or indirectly through food chain or animal waste release to the environment (Marshall 
BM et al., 2011). For this reason many experts have strived hard to establish global policies 
aiming to restrict antimicrobial use in food-producing animals. Nevertheless the use of 
antibiotics in cats and dogs is not as regulated as in food animals, where the use is boundless 
despite the fact that they are treated with the same antibiotics than humans, being our contact 
with pets very close (Guardabassi L et al., 2004; Lloyd DH, 2007). Our finding is highly relevant 
for several reasons. Firstly, it shows the adaptation of successful human clones to animals, 
increasing the spread of this important resistance and threatening to eliminate one of the last 
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therapeutic options for complicated infections in humans. Secondly, these results are clear 
evidence of the transmission of resistant bacteria between pets and human beings. In this 
regards, as the control of the prudent use of antibiotics in small animal practice is difficult to 
carry out, it is important that each veterinarian tries to minimize the development of resistances, 
undertaking a correct antibiotic use, with the purpose of preserving last-line antimicrobials 
effectiveness in human medicine.  
Here, we show that the main mechanism of resistance to tigecycline in BB1286 and 
BB1287 is through an efflux pump. Furthermore, we suggest that this efflux pump may be 
encoded in the chromosome, since the transformation and conjugation experiments did not 
reveal a plasmid-mediated mechanism. We assessed the involvement of AcrAB, the main 
tigecycline efflux pump in K. pneumoniae. Likewise, we evaluated the participation of AcrEF, an 
efflux pump that is highly homologous to AcrAB system and in E. coli is associated with 
tigecycline resistance. Interestingly, our results point out that neither AcrAB nor AcrEF were 
responsible for tigecycline resistance in our isolates, suggesting the involvement of a novel 


















Whole genome sequencing reveals the dissemination of 
high risk clones and the evolution of their multidrug 





















16S rRNA methyltransferases (ArmA, RmtA-H, NpmA), which provide high levels of resistance to 
all clinic-used aminoglycosides, are usually associated with other resistance genes in plasmids. 
The goal of this work was to study the role of bacteria and plasmids linked to these methylases, 
in extensively-resistant Klebsiella pneumoniae, found in different hospital wards from the Sanjay 
Gandhi Postgraduate Institute of Medical Sciences hospital in Lucknow, India. 
 
We identified 54 isolates which we grouped, using MLST core genome, into 8 different clusters 
with high clonality between the isolates of each cluster. Two of these clusters, A and F, 
predominated above the rest (n=36). The sequencing of the methylase-carrying plasmids 
revealed the presence of three predominant plasmids: IncA/C found in cluster A, IncFll in cluster 
F, and IncFlly in clusters B and D. Plasmids where very conserved, the same way as the bacteria 
which carried them. The IncFll plasmid showed higher variability among isolates, due to 
variations in the mobilome part of the plasmid. The 54 isolates carried fosA, fosfomycin 
resistance gene, although only one of them was resistant to it.  
 
Our results unveil the existence, adaptation, and propagation of successful clones and plasmids 
inside different hospital wards. Thanks to these results, we will be able to develop tools for 
detecting these epidemic plasmids, which will help control their dissemination, an extremely 
necessary ability in order to stop the propagation of multi-resistant pathogens which worsen 











Antimicrobial resistance is a worldwide growing concern that threatens to decrease the 
effectiveness of prevention and treatment of common infectious diseases (Laxminarayan R et 
al., 2013). The use of antibiotics has increased over the last few years, being especially 
disproportionate in the five BRICS countries (Brazil, Russia, India, China, and South Africa) 
(Gelband H et al., 2014) with emerging national economies. This inappropriate and excessive 
use of antibiotics has led to develop higher antimicrobial resistance levels in these countries, 
compared to developed countries (Laxminarayan R et al., 2013; WHO, 2014; Kumar SG et al., 
2013). 
In the case of India, overpopulation, unsanitary conditions and lack of suitable 
healthcare facilities have increased the presence of infection diseases being amongst the highest 
in the world, and becoming the leading cause of mortality in the country (Kumar SG, 2013; 
Wattal C et al., 2014). This worrisome situation, along with lack of antibiotic prescription policies, 
the availability of antibiotics without prescription, and their affordable prices, entail an incorrect 
and abusive usage, mainly of newer ones (Kotwani A et al., 2013). 
One of the major problems in public health, related with antibiotic resistance, is caused 
by the resistance of Klebsiella pneumoniae to third generation cephalosporin and carbapenems 
(WHO, 2014; Roca I et al., 2015; Tzouvelekis LS et al., 2012). K. pneumoniae is nowadays one of 
the main responsibles for nosocomial infections, thus the high prevalence of these combinations 
of bacteria-antibacterial drug resistance raises a great concern about how to treat related severe 
infection. Combination therapies with last resort antibiotics, such as colistin or tigecycline, along 
with aminoglycosides, seem to be one of the most commonly used treatment options (Munoz-
Price LS et al., 2013; Tängdén T et al., 2015). Nevertheless, the association of acquired 16S rRNA 
methyltransferase (16S-RMTase) enzymes, which confer high resistance levels to 
aminoglycosides, with carbapenemases, are becoming more and more usual, drastically 
narrowing down the remaining therapeutic options (Wachino J et al., 2012; Hidalgo L  et al., 
2013; Lee CS  et al., 2014; Al-Marzooq F  et al., 2015; Quiles MG  et al., 2015). A further concern 
relates to these two mobile resistance determinants being usually co-produced by the same 
plasmid, which would contribute to accelerate their dissemination through bacterial 
populations. 
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The aim of this study was to elucidate the roles of the bacteria and the plasmids as 
vectors in the dissemination and evolution of 16S rRNA methyltransferases and carbapenemases 




Setting and bacteria collection 
A total of 700 clinical isolates were screened from the Sanjay Gandhi Postgraduate 
Institute of Medical Sciences (Lucknow, India), an 800 bed tertiary care and referral hospital that 
draws patients from most of the states of northern India, the majority being from Uttar Pradesh 
and Bihar states. The isolates were selected for their ability to grow on brain heart infusion (BHI) 
agar, containing both 200 mg/L amikacin and 200 mg/L gentamicin. The selection of Klebsiella 
pneumoniae isolates was performed using the selective medium HiCrome™ Klebsiella Selective 
Agar Base (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). The clinical isolates were collected during 2012 
(April, May, June, and July) from patients hospitalized in different medical and surgical wards 
(Emergency, General Hospital, and Critical Care Medicine, along with the Transplants Unit, are 
located in separated buildings. The rest of wards are placed in the same building but on different 
floors, as follows: first floor Endocrinology and Endocrine surgery, fourth floor Nephrology, fifth 
floor Urology, sixth floor Gastroenterology, seventh floor Surgical Gastroenterology, eighth floor 
Neurology and tenth floor Pulmonary Medicine). Strains were recovered from multiple clinical 
samples: abdominal pus, blood, tip of central venous catheter, endotracheal aspirate, 
intercostal drain fluid, percutaneous catheter drain fluid, percutaneous nephrostomy drain fluid, 
peritoneal fluid, pleural fluid, renal dialysis fluid, tracheal tube aspirate, vaginal secretions, 
sputum, urine, bile, pancreatic fluid and wound.  
 
Laboratory procedures 
Bacterial identification was confirmed using MALDI-TOF mass spectrometry. The 
antibiotic resistance level was assessed via Minimal Inhibitory Concentration assays using 
commercial Sensititre GNX3F plates (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), with the 
exception of fosfomycin, for which sensitivity was evaluated by E-test strips (bioMerieux, 
Hazelwood, MO, USA). The results were interpreted according to CLSI guidelines (breakpoints of 
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doxycycline and minocycline) and EUCAST standards (breakpoints of the remainder antibiotics) 
(CLSI, 2013; EUCAST, 2016). The presence of all 16S methyltransferases genes (armA, rmtA-
rmtH), was evaluated by PCR using DNA template from boiled cells and primers previously 
described (Hidalgo L et al., 2013). 
Plasmid DNA was extracted from clinical isolates using a Plasmid Midi kit (Qiagen Inc., 
Chatsworth, CA, USA). Transformation experiments to isolate the methylases-bearing plasmids 
were carried out with MAX Efficiency® DH5α™ Competent Cells (Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA), following the manufacturer’s instructions. Transformants 
were confirmed to have 16S methyltransferases genes by PCR analysis. 
WGS and de novo assembly  
DNA was extracted using the UltraClean microbial DNA isolation kit (Mo Bio 
Laboratories, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. A DNA library was 
prepared using the Nextera XT kit (Illumina, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s 
instructions and then run on a MiSeq instrument (Illumina) for generating paired-end 250-bp 
reads, aiming at a coverage of at least 60-fold. De novo assembly was performed as previously 
described (Zhou K et al., 2015; Ferdous M  et al., 2015) using CLC Genomics Workbench v7.0.4 
(CLC bio A/S, Aarhus, Denmark) after quality trimming (Qs, ≥ 28) with optimal word sizes based 
on the maximum N50 value.  
Core genome phylogenetic analysis 
To determine the evolutionary relationship of the isolates, a gene-by-gene typing 
approach was performed using SeqSphere+ v2.1 (Ridom GmbH, Münster, Germany). In short, 
an in-house-defined whole genome MLST scheme was developed using the genome of Klebsiella 
pneumoniae NTUH-K2044 (NC_012731.1) (Kluytmans-van den Bergh MF  et al., 2016) as the 
reference genome, to extract open reading frames (ORFs) from the genomes of each isolate by 
SeqSphere+. Only the ORFs without a premature stop codon, and ambiguous nucleotides from 
contigs of assembled genomes, were included. This resulted in a total of 4925 genes that were 
defined as core genome. A neighbor-joining (NJ) tree was constructed based on a distance 
matrix among the isolates depending on the whole genomes of all isolates.  
In silico characterization of the isolates 
Assembled genomes were analyzed in silico using on line bioinformatics tools from the 
Center for Genomic Epidemiology (Technical University of Denmark, Lyngby, Denmark). The 
identification of acquired antimicrobial resistance genes was performed using Resfinder v2.1 
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database (Zankari E et al., 2012), with an identity threshold of 98% and a minimum length of 
60%. For incomplete genes, the raw sequence data was mapped to the reference gene to 
confirm that we had the complete gene. The typing plasmid were carried out by uploading the 
genomes to PlasmidFinder v1.3 (identity threshold 100%) (Carattoli A et al., 2014). MLST allele 
sequences and ST profiles were established according to the MLST schemes available at the 
Institute Pasteur MLST Web site (http://www.pasteur.fr/mlst). 
Sequencing of the methylases-bearing plasmids 
E. coli DH5α transformants with plasmids carrying 16S rRNA methylases were fully 
sequenced using the Ion Proton™ system. In short, plasmid DNA was obtained using a Plasmid 
Midi kit. DNA concentration which was determined with the Qubit dsDNA BR Assay. An 
individually barcoded library preparation was performed with the Ion Xpress™ Plus Fragment 
Library Kit with auto-size selection. Library amplification (8 cycles) was performed by PCR. 
Agilent 2100 Bioanalyzer system was used to determine quality and concentration of the 
libraries. Template preparation and chip loading were carried out using Ion Chef™ System.  
Assembly of plasmid sequencing was carried out on the Institut Pasteur Gaxaly server 
(https://research.pasteur.fr/fr/tool/pasteur-galaxy-platform/). Reads were filtered using the 
fqCleaner tool: minimum length of 50 bp, 80% of bases with quality above 20 and removal of 
non-confident bases at the 5′ and 3′ ends. Bowtie2 (Langmead B  et al., 2012) was used to map 
fqCleaner-filtered reads to an E. coli DH5α genomic reference, and only unmapped reads were 
retained in order to remove gDNA contamination. Assemblies were generated using 
CLC_Assembler: single-reads, 1000 bp minimum contig size. 
In silico characterization of methylases-bearing plasmids 
Plasmids incompatibility group and identification of resistance genes were determined 
using PlasmidFinder v1.3 (identity threshold up to 94%) (Carattoli A et al., 2014) and Resfinder 
v2.1 (identity threshold up to 98%) (Zankari E et al., 2012) respectively.  
Contig alignments of the most predominat plasmids were performed using the Mauve 
Genome Alignment Software (Darling AE et al., 2010). In order to complete the sequence of each 
plasmid, the arrangement of contigs was performed by overlapping contigs of the same plasmids 
with each other using Geneious v 8.1.7 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) (Kearse 
M et al., 2012) and, when necessary, by blasting against the GeneBank database. Once we had 
the different complete plasmids, raw sequence data from the WGS of the wild-type isolates was 
mapped onto them to obtain the completed plasmid from each isolate. Automated annotation 
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was performed using the RAST server (http://rast.nmpdr.org; Aziz et al. 2008).  The detection of 
single nucleotide polymorphism (SNPs) was carried out using Geneious v 8.1.7. Árbol 
filogenético con geneious. 
Statistical analysis 
Kruskal-Wallis Test, Chi-Squared Test and Fisher’s Exact Test were used to determine if 
there were statistically significant associations between clones and patient’s age, sex, and 
hospital wards were the clones were respectively isolated. All analyses were performed with 









Settings and bacteria collection  
Of the 700 clinical isolates, screened from the Sanjay Gandhi Postgraduate Institute of 
Medical Sciences, 108 (15%) were able to grow in the presence of high levels of aminoglycosides, 
and 54 of those 108 (49%) were identified as K. pneumoniae. The growth of three of those 54 
(CM33, CM34 and CM44) was poorly.  
K. pneumoniae isolates were collected over the 4 months during which the study was 
carried out (on July only 2 isolates were obtained), from female (46%) and male (54%) patients 
with ages between 3 to 78 (table 6). Clinical isolates were present in all of the hospital wards, 
being clearly predominant in Surgical Gastroenterology, followed by Urology (table 6). Isolates 
were obtained from all of the clinical samples, except from the tips of central venous catheters, 
pancreatic fluid and bile. They were obtained mainly from urine samples, followed closely by 
pus and sputum samples (table 6).  
Antimicrobial susceptibility and methyltransferases content  
All 54 isolates showed resistance to aminoglycosides, fluoroquinolones, third and 
fourth-generation cephalosporins, and to different combinations of beta lactams / beta 
lactamases inhibitors. Furthermore, they presented high levels resistance to monobactams 
(98%), carbapenems (93%) [meropenem (93%), doripenem (93%), imipenem (81%)] and 
trimethoprim / sulfamethoxazole (59%). The isolates also presented low resistance levels to 
doxycycline (30%), minocycline (20%), and colistin (11%). All of the isolates were completely 
sensitive to tigecycline (table 7). Unexpectedly, the resistance to fosfomycin, an old broad-
spectrum antibiotic effective against MDR and XDR infections, commonly used to treat both 
urinary and non-urinary tract infections (Falagas ME  et al., 2016), was extremely low (2%) with 
only one resistant isolate (intermediate by CLSI, complete by EUCAST).  
Methyltransferase genes armA, rmtB, rmtC and rmtF were identified in 51 of the 54 
isolates in the following respective proportions: 13%, 31%, 41% and 15%. Three isolates were 
negative to all methyltransferases. Further analysis of these isolates growth in high 
aminoglycosides concentrations, and the MIC assays against different aminoglycosides, revealed 
that the isolates don’t harbor any methyltransferase. Combinations of more than one 
methyltransferase gene were identified in a few isolates; a single isolate harbored rmtC and 
rmtF, and two others harbored armA along with rmtF.  
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Phylogenetic and statistical analysis 
MLST results typed the bacterial population into 6 distinct Sequence Types: ST11, ST14, 
ST15, ST43, ST147, and ST231. The most common ST was the epidemic clone group ST11 (37%, 
n=20), followed by ST43 (33%, n=18) and ST14 (18%, n=10). On the other hand ST15, ST147 and 
ST231 only had two clones each (4%, n=2). The phylogenetic analysis of the core genome of the 
isolates (4925 ORFs shared by all the K. pneumoniae) was performed to determine the 
evolutionary relation between the isolates. The results showed the isolates divided into 8 
differentiated clonal clusters, each one of which clustered the isolates with less than 150 SNP in 
the core genome (figure 16). The phylogeny clusters matched with the STs, except for ST11 and 
ST14, which were split into two clusters each ([A, B] and [C, D] respectively). Clusters A and F 
were the most numerous (18 isolates each, 33%) and the most isogenic groups. In Cluster A the 
majority of isolates were identical; they had no SNPs in their core genome. These identical 
isolates were grouped in two subclusters with 10 and 3 isolates each. The bigger difference 
between isolates was only 3 SNPs. Cluster F was the less isogenic: there were more SNPs among 
isolates being between 1 and 23 SNPs, and had 3 subclusters of identical isolates with only 2 or 
3 isolates per subcluster. Cluster C (9 isolates, 16%) was most diverse with a greater number of 
SNPs among clones. Cluster D included only one isolate (2%) that was close to Cluster C (219 
SNPs); isolates of both clusters were typed as ST 14. This was also the case with cluster B (2 
isolates, 4%) which was at a distance of 639 SNPs from cluster A (isolates of both clusters were 
typed as ST11). Clusters E, G and H contained two isolates each, and were clearly separated from 
the rest. 
Clones belonging to each cluster, were isolated from diverse sources and different 
hospital wards, even from those wards placed in different buildings (table 6 and figure 16). In 
the figure 1 can be observed that isolates from ST11 were predominantly obtained from 
gastroenterology (n= 10/18, both medicine and surgery) and isolates from ST43 from urology 
and nephrology (n= 7/18). Nevertheless, statistical analysis revealed that there were no 
statistically significant associations among clones and their distribution in the hospital wards, 
pointing out that there were no clones which adapted to one specific wards.  
The statistic analysis of the associations between clones and patient’s age and sex were 
also not significant.  
The three big clonal clusters A, C and F contained clones that had been isolated over the 
previous 4 months. Clones of cluster A were collected starting on the end of April and until the 
beginning of July, and were mainly isolated in June. Clones of cluster C and F were collected 
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predominantly in April, while clones of cluster G were isolated during two consecutive days of 
May, and clones of cluster E and H were collected distantly in time.  
 Resistome and plasmidome characterization   
The in silico characterization of the resistome displayed very high prevalences of ESBL 
combinations (mainly blaCTX-M-15 with blaOXA1 or blaSHV11), carbapenemases (principally 
blaNDM-1), aminoglycosides determinants (both modifying enzymes and methylases), 
quinolone modifying enzymes (aac(6')Ib-cr) and sulfonamide resistant genes (mainly sul1) 
(tables 8 and 9, figure 17). Other resistance determinants to these and other antibiotics were 
detected, although in less proportion. Among them we must highlight the carbapenemases 
blaOXA181 and blaOXA232. The resistome homogeneity was variable inside each cluster. Only 
the isolates belonged to clusters A, G and H shared the same resistome (table 8). Incompatibility 
plasmid group analysis determined that the plasmid content from the clinical isolates of each 
cluster were shared among the greater part of the isolates, and even clusters that were closely 
related such, as cluster C and D, had the same replicon types (table 8). 
Variation analysis of the methylases-bearing plasmids 
None of the plasmids from clusters G and D were transformed. Three plasmids were 
clearly more prevalent than the rest: one IncA/C, one IncFII and one IncFIIy, with maximum sizes 
of 74633 bp, 94826 bp and 99308 bp respectively (table 10 and figure 20). Unlike IncA/C, IncFII 
and IncFIIy carried an extended machinery of conjugation (Tra genes) (table 11, figure 20) 
The IncA/C plasmid was carried by all of the isolates from cluster A (18 isolates) (table 
10). The SNP analysis, using the CM81 plasmid as reference, detected 1 SNP in the whole of the 
plasmid core (plasmid content shared by all the isolates, 72916 bp) (table 12). The SNP was only 
located in a hypothetical protein of CM75). The resistome was part of the core since all the 
isolates harboured the same genes rmtC, aac(3)-IId,  blaNDM-1, blaDHA-1 and sul1. 
The IncFII plasmid was carried by all the strains from cluster F (18 isolates) (table 10). 
The resistome was variable and none of the genes were present on all plasmids (figure 21). 
However the backbone was highly conserved, having the plasmid core (68903 bp) only 69 SNPs 
in a reverse transcriptase of CM83 (table 12).  
Finally, the IncFIIy plasmid was carried by isolates from clusters B (CM41) and C (CM8, 
CM5, and CM76) (table 10). This was the only plasmid shared by strains of different sequence 
typed. The plasmid content was conserved in all the isolates, including the genes of the 
resistome. Nevertheless, among the three plasmids, this had the most genetic SNP variations, 
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with a total of 249. These variations were found mainly between the reference isolate used in 
the analysis, CM8, and CM41 which is the isolate belonging to the other cluster (table 12).  The 
other isolate belonging to cluster B, CM42, carried a different non-typeable plasmid, which 
harboured a completely different resistome (table 10). The remaining transformed isolates from 
cluster C also harboured a different plasmid (table 10).  
Fosfomycin resistance  
Resfinder analysis (identity threshold of 98%) showed a presence of fosA in the isolates 
of cluster G. When the identity threshold was reduced to 90%, fosA manifested in all isolates. 
Nevertheless, all isolates except one (CM27) were susceptible to fosfomycin (table 7). 
Fosfomycin is an antibiotic that will soon be available in India as a possible last resort antibiotic 
for complicated Gram negative infections (Saiprasad P V et al., 2016). We performed an in-depth 
study on the cause of susceptibility in presence of fosA, comparing the sequence of fosA and the 
5´UTR region (500 nucleotides upstream) of the sensitive isolates (one of each cluster) with 
resistant isolates (our isolate CM27, and two fosfomycin resistant K. pneumoniae: TGH 8 and 
TGH 10 (Sabirova JS et al., 2016). None of the mutations in the nucleotide sequence were clearly 
related with the reversion to susceptibility. No mutations were found in the promotor, predicted 
using online tool BPROM (V. Solovyev et al., 2011). For the rest of the 5´UTR region, only one 
mutation was shared between the resistant strains TGH 8 and TGH 10, but no with CM27 (figure 
18). The nucleotide mutations in the fosA sequence were translated into 4 amino acid changes, 
but none of them were shared by all resistant strains (figure 19).  
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Tabla 6. Clinical and phylogenetic data of Klebsiella pneumoniae isolates.  




Tabla 7. MIC of the 54 clinical isolates.  


















 MIC highlight in bold indicates resistant phenotype 




Aminoglycosides Beta-lactam Fluorquinolones Fosfomycin Macrolides Sulfonamides Trimethoprim Rifampicin Chloramphenicol Tetracycline
CM13 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM16 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM27 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM32 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM35 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM36 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM39 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM4 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM53 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM59 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM63 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM71 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM75 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM81 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM82 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM90 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM92 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM95 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM41 B
aph(3')-Ia strA rmtC aadA1 aac(3)-
IIa strB aadA2 aac(3)-IId rmtF
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1 mph(A) sul2 sul1 dfrA14  dfrA12 ARR-2 cmlA1 catA1 tet(A) IncFIB  IncFII   IncR 
CM42 B
aacA4 aac(6')Ib-cr aph(3')-Ia strA  
aac(3)-IIa strB aadA2  rmtF
 blaCTX-M-15 blaNDM-1 blaOXA-1 
blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1      
aac(6')Ib-cr
mph(A) sul2 sul1 dfrA14 dfrA13 ARR-2 tet(A) IncFIB  IncFII
CM102 C
aadA2 armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-
cr
 blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-28 oqxA oqxB        aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 dfrA12 dfrA1  catA1 IncFII IncHI1B IncFIB 
CM22 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15 blaSHV-11 
blaTEM-1B blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB       aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) msrE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM31 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaTEM-1A
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 cmlA1 catA1 IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
CM33 C aac(3)-IId aadA1 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1  IncR 
CM34 C aac(6')-Ib aac(3)-IId 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA        
aac(6')Ib-cr
sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1 IncR 
CM5 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM76 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC aacA4
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-1 blaTEM-1A
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM8 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11       
oqxB oqxA  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM87 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaTEM-1B blaSHV-1
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM23 D
aadA2 strA strB  aac(3)-IId armA 
aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaOXA-9
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
 mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM2 E
aacA4 aadA1 aacA4 aac(6')Ib-cr 
armA aadA2 rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM96 E
aacA4 aadA1 aadA2  aac(6')Ib-cr 
armA rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM1 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM109 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM12 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM44 F aadA1 aac(3)-IId aac(6')-Ib
 blaOXA-181 blaTEM-1B blaOXA-9 
blaSHV-11 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM45 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM49 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM52 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM55 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM6 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM60 F aac(6')-Ib rmtB  aadA1 blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B)  IncFII  IncHI1B 
CM62 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM65 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM66 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM73 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM77 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM83 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2 strA
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA12 ARR-2 IncFIB IncFII  IncHI1B IncR
CM84 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM86 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM100 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM46 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM61 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
ermB mphA sul1 dfrA12 ARR-2 IncFIB
CM64 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1




Tabla 8. Resistance genes and plasmid incompatibility groups of clinical isolates identified via Resfinder (98% threshold) PlasmidFinder (100% threshold).  




















Aminoglycosides Beta-lactam Fluorquinolones Fosfomycin Macrolides Sulfonamides Trimethoprim Rifampicin Chloramphenicol Tetracycline
CM13 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM16 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM27 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM32 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM35 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM36 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM39 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM4 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM53 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM59 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM63 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM71 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM75 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM81 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM82 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM90 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM92 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM95 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM41 B
aph(3')-Ia strA rmtC aadA1 aac(3)-
IIa strB aadA2 aac(3)-IId rmtF
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1 mph(A) sul2 sul1 dfrA14  dfrA12 ARR-2 cmlA1 catA1 tet(A) IncFIB  IncFII   IncR 
CM42 B
aacA4 aac(6')Ib-cr aph(3')-Ia strA  
aac(3)-IIa strB aadA2  rmtF
 blaCTX-M-15 blaNDM-1 blaOXA-1 
blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1      
aac(6')Ib-cr
mph(A) sul2 sul1 dfrA14 dfrA13 ARR-2 tet(A) IncFIB  IncFII
CM102 C
aadA2 armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-
cr
 blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-28 oqxA oqxB        aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 dfrA12 dfrA1  catA1 IncFII IncHI1B IncFIB 
CM22 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15 blaSHV-11 
blaTEM-1B blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB       aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) msrE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM31 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaTEM-1A
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 cmlA1 catA1 IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
CM33 C aac(3)-IId aadA1 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1  IncR 
CM34 C aac(6')-Ib aac(3)-IId 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA        
aac(6')Ib-cr
sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1 IncR 
CM5 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM76 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC aacA4
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-1 blaTEM-1A
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM8 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11       
oqxB oqxA  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM87 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaTEM-1B blaSHV-1
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM23 D
aadA2 strA strB  aac(3)-IId armA 
aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaOXA-9
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
 mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM2 E
aacA4 aadA1 aacA4 aac(6')Ib-cr 
armA aadA2 rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM96 E
aacA4 aadA1 aadA2  aac(6')Ib-cr 
armA rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM1 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM109 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM12 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM44 F aadA1 aac(3)-IId aac(6')-Ib
 blaOXA-181 blaTEM-1B blaOXA-9 
blaSHV-11 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM45 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM49 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM52 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM55 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM6 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM60 F aac(6')-Ib rmtB  aadA1 blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B)  IncFII  IncHI1B 
CM62 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM65 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM66 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM73 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM77 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM83 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2 strA
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA12 ARR-2 IncFIB IncFII  IncHI1B IncR
CM84 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM86 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM100 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM46 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM61 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
ermB mphA sul1 dfrA12 ARR-2 IncFIB
CM64 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1




Aminoglycosides Beta-lactam Fluorquinolones Fosfomycin Macrolides Sulfonamides Trimethoprim Rifampicin Chloramphenicol Tetracycline
CM13 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM16 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM27 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM32 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM35 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM36 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM39 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM4 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM53 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM59 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM63 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM71 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM75 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM81 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM82 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM90 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM92 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM95 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM41 B
aph(3')-Ia strA rmtC aadA1 aac(3)-
IIa strB aadA2 aac(3)-IId rmtF
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1 mph(A) sul2 sul1 dfrA14  dfrA12 ARR-2 cmlA1 catA1 tet(A) IncFIB  IncFII   IncR 
CM42 B
aacA4 aac(6')Ib-cr aph(3')-Ia strA  
aac(3)-IIa strB aadA2  rmtF
 blaCTX-M-15 blaNDM-1 blaOXA-1 
blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1      
aac(6')Ib-cr
mph(A) sul2 sul1 dfrA14 dfrA13 ARR-2 tet(A) IncFIB  IncFII
CM102 C
aadA2 armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-
cr
 blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-28 oqxA oqxB        aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 dfrA12 dfrA1  catA1 IncFII IncHI1B IncFIB 
CM22 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15 blaSHV-11 
l TEM-1B blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB       aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) msrE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM31 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaTEM-1A
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 cmlA1 catA1 IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
CM33 C aac(3)-IId aadA1 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1  IncR 
CM34 C aac(6')-Ib aac(3)-IId 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
OXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA        
aac(6')Ib-cr
sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1 IncR 
CM5 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM76 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC acA4
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-1 blaTEM-1A
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM8 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11       
oqxB oqxA  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM87 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaTEM-1B blaSHV-1
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM23 D
aadA2 strA strB  aac(3)-IId armA 
aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15  NDM-1 
l OXA-1 blaOXA-9
oqxA oqxB     c( ')I -cr
 mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM2 E
aacA4 aadA1 aacA4 aac(6')Ib-cr 
armA aadA2 rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM96 E
aacA4 aadA1 aadA2  aac(6')Ib-cr 
armA rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM1 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM109 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM12 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM44 F aadA1 aac(3)-IId aac(6')-Ib
 blaOXA-181 blaTEM-1B blaOXA-9 
blaSHV-11 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM45 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM49 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM52 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM55 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM6 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM60 F aac(6')-Ib rmtB  aadA1 blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B)  IncFII  IncHI1B 
CM62 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM65 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM66 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM73 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM77 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM83 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2 strA
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA12 ARR-2 IncFIB IncFII  IncHI1B IncR
CM84 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM86 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM100 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM46 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM61 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
ermB mphA sul1 dfrA12 ARR-2 IncFIB
CM64 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
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CM13 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM16 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM27 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM32 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM35 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM36 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM39 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM4 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM53 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM59 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM63 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM71 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM75 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM81 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM82 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM90 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM92 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM95 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM41 B
aph(3')-Ia strA rmtC aadA1 aac(3)-
IIa strB aadA2 aac(3)-IId rmtF
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1 mph(A) sul2 sul1 dfrA14  dfrA12 ARR-2 cmlA1 catA1 tet(A) IncFIB  IncFII   IncR 
CM42 B
aacA4 aac(6')Ib-cr aph(3')-Ia strA  
aac(3)-IIa strB aadA2  rmtF
 blaCTX-M-15 blaNDM-1 blaOXA-1 
blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1      
aac(6')Ib-cr
mph(A) sul2 sul1 dfrA14 dfrA13 ARR-2 tet(A) IncFIB  IncFII
CM102 C
aadA2 armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-
cr
 blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-28 oqxA oqxB        aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 dfrA12 dfrA1  catA1 IncFII IncHI1B IncFIB 
CM22 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15 blaSHV-11 
blaTEM-1B blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB       aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) msrE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM31 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaTEM-1A
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 cmlA1 catA1 IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
CM33 C aac(3)-IId aadA1 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1  IncR 
CM34 C aac(6')-Ib aac(3)-IId 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA        
aac(6')Ib-cr
sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1 IncR 
CM5 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM76 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC aacA4
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-1 blaTEM-1A
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM8 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11       
oqxB oqxA  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM87 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaTEM-1B blaSHV-1
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM23 D
aadA2 strA strB  aac(3)-IId armA 
aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaOXA-9
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
 mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM2 E
aacA4 aadA1 aacA4 aac(6')Ib-cr 
armA aadA2 rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM96 E
aacA4 aadA1 aadA2  aac(6')Ib-cr 
armA rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM1 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM109 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM12 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM44 F aadA1 aac(3)-IId aac(6')-Ib
 blaOXA-181 blaTEM-1B blaOXA-9 
blaSHV-11 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM45 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM49 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM52 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM55 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM6 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM60 F aac(6')-Ib rmtB  aadA1 blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B)  IncFII  IncHI1B 
CM62 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM65 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM66 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM73 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM77 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM83 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2 strA
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA12 ARR-2 IncFIB IncFII  IncHI1B IncR
CM84 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM86 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM100 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM46 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM61 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
ermB mphA sul1 dfrA12 ARR-2 IncFIB
CM64 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1




Aminoglycosides Beta-lactam Fluorquinolones Fosfomycin Macrolides Sulfonamides Trimethoprim Rifampicin Chloramphenicol Tetracycline
CM13 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM16 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM27 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM32 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM35 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM36 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM39 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM4 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM53 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM59 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM63 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM71 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM75 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM81 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM82 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM90 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM92 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM95 A aac(3)-IId   rmtC   aac(6')Ib-cr
blaCTX-M-15 blaSHV-11 blaDHA-1 
blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB aac(6')Ib-cr sul1 IncFIB   IncA/C2   IncFII
CM41 B
aph(3')-Ia strA rmtC aadA1 aac(3)-
IIa strB aadA2 aac(3)-IId rmtF
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1 mph(A) sul2 sul1 dfrA14  dfrA12 ARR-2 cmlA1 catA1 tet(A) IncFIB  IncFII   IncR 
CM42 B
aacA4 aac(6')Ib-cr aph(3')-Ia strA  
aac(3)-IIa strB aadA2  rmtF
 blaCTX-M-15 blaNDM-1 blaOXA-1 
blaSHV-11
oqxB oqxA QnrS1      
aac(6')Ib-cr
mph(A) sul2 sul1 dfrA14 dfrA13 ARR-2 tet(A) IncFIB  IncFII
CM102 C
aadA2 armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-
cr
 blaNDM-1 blaOXA-1 blaSHV-28 oqxA oqxB        aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 dfrA12 dfrA1  catA1 IncFII IncHI1B IncFIB 
CM22 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15 blaSHV-11 
blaTEM-1B blaNDM-1 blaOXA-1
oqxA oqxB       aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) msrE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM31 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-Via aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaTEM-1A
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr  msrE mphE sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 cmlA1 catA1 IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
CM33 C aac(3)-IId aadA1 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1  IncR 
CM34 C aac(6')-Ib aac(3)-IId 
blaTEM-1A blaOXA-9 blaCTX-M-15 
blaOXA-1 blaSHV-1
QnrB1 oqxB oqxA        
aac(6')Ib-cr
sul1 dfrA1 ARR-2 cmlA1 IncR 
CM5 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM76 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC aacA4
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-1 blaTEM-1A
oqxB oqxA       aac(6')Ib-cr sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM8 C
aac(6')-Ib strA aac(3)-IIa strB 
aac(3)-IId rmtC
blaOXA-1 blaNDM-1 blaOXA-9 
blaCTX-M-15 blaSHV-11       
oqxB oqxA  mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 IncFII IncR IncFIB 
CM87 C
aadA2 strA strB aadA1 aac(3)-IId 
armA aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaTEM-1B blaSHV-1
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM23 D
aadA2 strA strB  aac(3)-IId armA 
aph(3')-VIa aac(6')Ib-cr
blaOXA-232 blaCTX-M-15   blaNDM-1 
blaOXA-1 blaOXA-9
oqxA oqxB      aac(6')Ib-cr
 mph(A) erm(B) msrE 
mphE
sul1 sul2 dfrA12 dfrA1 ARR-2 cmlA1 catA1 
IncFII IncHI1B IncR IncFIB 
ColKP3
CM2 E
aacA4 aadA1 aacA4 aac(6')Ib-cr 
armA aadA2 rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM96 E
aacA4 aadA1 aadA2  aac(6')Ib-cr 
armA rmtF
blaTEM-1A  blaOXA-9 blaSFO-1 
blaOXA-1 blaSHV-28 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
aac(6')Ib-cr QnrB66
msrE  mphE sul1 dfrA12 ARR-2  catA1 IncFIB IncFII  IncHI1B IncN
CM1 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM109 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM12 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM44 F aadA1 aac(3)-IId aac(6')-Ib
 blaOXA-181 blaTEM-1B blaOXA-9 
blaSHV-11 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM45 F aac(6')-Ib rmtB aa (3)-IId aadA1
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM49 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM52 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM
aac(6')Ib-cr sul1 dfrA12 I cFI  IncFII  IncHI1B 
CM55 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFI  IncFII  IncHI1B 
CM6 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM60 F aac(6')-Ib rmtB  aadA1 blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B)  IncFII  IncHI1B 
CM62 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM65 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM66 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaTEM-1B blaNDM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 I cFI  IncFII  IncHI1B 
CM73 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM77 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM83 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2 strA
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15  
blaNDM-1 blaSHV-11 blaTEM
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 sul2 dfrA12 ARR-2 IncFIB IncFII  IncHI1B IncR
CM84 F
aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
aadA2
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15 
blaTEM-1B blaNDM-1
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) sul1 dfrA12 IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM86 F aac(6')-Ib rmtB aac(3)-IId aadA1 
blaOXA-9 blaOXA-181 blaCTX-M-15   
blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr mph(A) erm(B) IncFIB IncFII  IncHI1B 
CM100 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM46 G aac(6')Ib-cr rmtF aacA4 strB strA
blaSHV-11 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaOXA-1 blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA 
QnrS1 QnrB1
fosA sul1 dfrA1 ARR-2 tet(A) IncFIB IncR 
CM61 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr  oqxB oqxA  
QnrB1
ermB mphA sul1 dfrA12 ARR-2 IncFIB
CM64 H rmtF aacA4 aadA2
blaSHV-1 blaTEM-1B blaNDM-1  
blaCTX-M-15
aac(6')Ib-cr oqxB oqxA  
QnrB1
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ESBLs : Extended spectrum beta-lactamase 
Tabla 9. Resistance genes identified by Resfinder with an identity of at least 98%. 4 




Highlight in the same color indicates the isolates that share the same plasmid. Ref. indicates the isolates 




Tabla 10. Data of the plasmid–carrying 16S rRNA methylase of the 54 clinical isolates.  




Tabla 11. Gene content of the predominant plasmids via RAST annotation.  
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Tabla 12. SNPs variation analysis of the three predominant plasmids.  
 
The reference plasmids used in the analysis were from the isolates CM81 (IncA/C), CM60 (IncFII) and CM8 (IncFIIy). 
  








Figura 16. Core Genome MLST of our clinical isolates.   









Figura 17. Percentage of prevalence of resistance genes identified via Resfinder (98% identity 
threshold). A: Betalactams resistance genes, B: Aminoglycosides resistance genes, C: 
fluoroquinolones resistance genes, D: other resistance genes. 
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Figura 18. Nucleotide alignment of the 5’UTR region upstream to fosA (Red indicates the resistant isolates) 
















Figura 19. Amino acid alignment of fosA 























Figura 20. Schematic maps of predominant plasmids. Genes are denoted by arrows and colored 
based on gene function classification. The innermost circle shows the plasmid core used in the 
SNPs variant analysis (orange) and the variable region (yellow). The blue-green circle presents 
GC-AT content. 
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Figura 21. Different genetic organization of the resistome from plasmid IncFII and its prevalence between the isolates of cluster F 
CM1  CM12  
CM55 CM6  
CM62  CM65  
CM66  CM73  
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We have detected high prevalence of aminoglycosides resistance during the three months that 
we performed the study. Besides this aminoglycosides resistance was associated to the 
dissemination of two epidemic K. pneumoniae which were distributed throught the hospital. 
Besides methylases, the bacteria harbor carbapenemases resistance genes. The prevalence to 
this carbapenemases resistance gene were really high.  
The two clones were no associated to any hospital ward, which mean that de clones were 
completely distributed inside the hospital. These clones carried two plamids. One of them was, 
as the clone, very conservated. On the other hand, the other plasmid have evolved acquiring 
resistance genes. This plasmids was found in 4 differente stage depende on the resistance genes. 
The plasmid with more resistance gene was the most prevalent, suggesting that the moroe 
succeful plasmid is the plasmid that persist in the hospital environment. 
All the isolates carried on a fosfomycin gene fosA. However only one strains was resistant. The 
study of possible mutantions responsible for the suppression of the gene functionality no 
showed any mutation responsible for the susceptible phenotype. Nevertheless the presence of 
this gene in clinical isolates which can be subject to fosfomycin pressure, when fosfomycin will 
be use in India, can genenrate mutation that easily return to resistance phenotype to fosfomicyn 
quicly disabling the antibiotic. 
On of the prevalent plasmid, InFIIy was identified in an astralian pacient who had travalled to 
the Norht part of India. This discovery suppose the evidence that resistance don’t know abiut 
borders and can suggest that this plasmid is circulation in the population and no only in the 


















Spread of mcr-1-carrying Enterobacteriaceae in sewage 












The mobile colistin resistance gene mcr-1 has been worldwide identified in human and 
animal sources, while data on the occurrence in the environment is still largely unknown. In this 
study we investigate the presence of mcr-1 harboring Enterobacteriaceae in water samples 
obtained from rivers and waste water treatment plants in the area of Barcelona, Spain. Thirty 
multidrug resistant isolates bearing mcr-1, twenty nine Escherichia coli (ST632 and ST479) and 
one Klebsiella pneumoniae (ST526) were identified in sewage from two different waste water 
treatment plants, whereas the gene was not found in river water. All isolates including the K. 
pneumoniae harbouring blaCTX-M-55 and blaTEM-1. mcr-1 was in all cases associated to an 
IncI2 plasmid which only conferred resistance to colistin. mcr-1 was harbored by two 
predominant E. coli clones that were found in both waste water treatment plants. The study 
showed a high ocurrence of mcr-1 in sewage of Barcelona, mainly due to the dissemination of 
two E. coli pulsotypes that are circulating in the population. The presence of mcr-1 in the 
environment is cause of concern, and suggests high prevalence of mcr-1 in the community. 
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INTRODUCTION 
Since its discovery in 1949, colistin (polymyxin E) has been widely used in veterinary 
medicine, while its application in humans was restricted due to its toxicity (Falagas ME et al., 
2005). However, as a consequence of the emergence of XDR bacteria, colistin became a last 
resort therapeutic agent against life-threatening infections (Catry B et al., 2015) 
After the first identification of mcr-1, the unique transferable resistance mechanism to 
colistin in China by Liu et al. (Liu YY et al., 2016) this gene has been largely described in 
Enterobacteriaceae from both humans and animals (livestock and food) worldwide (Skov RL et 
al., 2016). However, it has only been detected in two E. coli isolates from environmental sources 
in Switzerland and Malaysia (Petrillo M et al., 2016; Zurfuh K et al., 2016). 
In this work, we identified high occurrence of mcr-1 in Enterobacteriaceae present in 
sewage water in Barcelona, Spain. 
  




MATERIALS AND METHODS 
Bacterial isolation  
The samples were collected from July to November 2013 from river and sewage water 
in the area of Barcelona. Eight samples were taken from two Spanish rivers, the Cardener and 
the Llobregat. From each river, samples were taken from water (3 samples) and sediments (1 
sample) at two locations and different dates (figure 1). Ten milliliters of the river water were 
filtered through a cellulose membrane (0.45 μm pore size), after which the filter was placed on 
MacConkey agar plates (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) without colistin antibiotic pressure. 
Likewise, five Grams of sediments from each river were homogenized 1/10 in PBS, centrifuged 
for 5 min at 300 x g and the resulting supernatant was then plated onto MacConkey agar without 
colistin. Five sewage samples were obtained at different dates from two wastewater treatment 
plants (WWTP), located in the Baix Llobregat, three samples from El Prat and two samples were 
obtained from Gavá. Samples were ten-fold diluted in PBS and plated onto MacConkey agar 
without colistin. Up to 10 lactose-positive colonies from each sampling site and date were 
analyzed, to avoid repetitive isolation of the same clone. From all these, finally 90 isolates from 
sewage and 105 from river, distributed from different sites and dates, were used for this study.  
Bacterial identification, PCR and susceptibility testing 
The bacterial species were subsequently identified via MALDI-TOF mass spectrometry 
(VISAVET, Madrid, Spain). The presence of the mcr-1 gene was detected via PCR from each 
colony as described by Liu et al. (Liu YY  et al., 2016) These primers amplified both mcr-1 and 
mcr-1.2 recently described (Di Pilato V et al., 2016). The antibiotic resistance level was assessed 
MIC using commercial Sensititre EUVSEC plates (Trek Diagnostics, Inc., Westlake, OH). The 
results were interpreted following the EUCAST guidelines for Enterobacteriaceae (EUCAST, 
2016). Multiplex PCR was performed for the detection of extended-spectrum β-lactamases 
(ESBLs) and plasmid mediated AmpC β-lactamases as previously described (Dallenne C et al., 
2010).  
 







The clonal relatedness of the mcr-1 positive isolates was determined via PFGE as 
previously described (Hidalgo L et al., 2013). Briefly, DNA plugs were digested using XbaI 
restriction enzyme (Takara Bio Inc, Japan) for 14 hours. PFGE was undertaken on a CHEF-DR III 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using the following parameters: running time 22 h,  temperature 
14ºC, field strength 6V/cm2, angles 120º,  initial pulse time 2.2s and final pulse time 63.8 s. 
Moreover, Multilocus Sequence Typing (MLST) analysis was performed following the protocols 
described on the Pasteur MLST website (E. coli and K. pneumoniae MLST, www.pasteur.fr/mlst) 
and Warwick MLST website (E. coli MLST, warwick.ac.uk/mlst/).  
 
Figura 22. A map of the metropolitan area of Barcelona showing the seven different waste-water 
plants. Each treatment plant collects the sewage from one specific area. The collection area of the 
biological wastewater treatment plant Baix Llobregat (El Prat) is highlighted in dark green whereas the 
area of the biological wastewater treatment plant Gavà is highlighted in pale green. The Llobregat river 
is presented in light blue and the Cardener river in dark blue. 




Plasmid DNA was extracted from one isolate per pulsotype using a Plasmid Midi Kit 
(Quiagen Inc., CA, USA). Transformations were then carried out using electrocompetent 
Escherichia coli DH5α as the recipient (Gutierrez B et al., 2012). The resulting transformants were 
selected on BHI agar plates with colistin (2mg/L) and screened for mcr-1 by PCR (Liu YY et al., 
2016).  The antibiotic resistance profile of the transformants was determined according to 
EUCAST (EUCAST, 2016). A PCR-based replicon typing kit (Diatheva, Fano, Italy) was used to 
classify the plasmids according to their incompatibility group.  
  





A total of 195 isolates were obtained from the river and sewage sampling. MALDI-TOF 
revealed the presence of the following Enterobacteriaceae: Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Citrobacter freundii, C. koseri, Enterobacter kobei, E. cloacae, E. ludwigii and E. 
asburiae. None of the 105 isolates collected from the river was positive to mcr-1. On the 
contrary, 30 of the 90 isolates recovered from the sewage of both WWTP, were positive to mcr-
1. All the mcr-1 positive Enterobacteriaceae were E. coli except one identified as K. pneumoniae. 
The antibiotic susceptibility testing showed that the 30 isolates exhibited resistance to 
many antibiotics such as quinolones, aminoglycosides and beta-lactams, including third 
generation cephalosporins (table 1).  All isolates harbouring blaCTX-M-55 and blaTEM-1. 
Interestingly, one of the isolates containing the mcr-1 gene, BB1459, was susceptible to colistin. 
The E. coli PFGE results revealed two predominant patterns, pulsotype I (12 isolates) and II (15 
isolates), present in the two WWTP (Table 1, Figure S1). MLST was performed in representative 
E. coli isolates from the different pulsotypes and the K. pneumoniae isolate (figure 2). Twenty 
eight E. coli (pulsotype I, II and III) belonged to the same infrequent STs, Warwick identified them 
as ST1196 and Pasteur as ST632, both ST are recently described and related with nosocomial 
infections caused by carbapenemase-producing E. coli (Tavares CP et al., 2015; Stolle I  et al., 
2013). The non-typable E. coli BB1459 was identified by Pasteur data base as ST479 and Warwick 
as ST224, and the K. pneumoniae as ST526. 
Plasmids harbouring mcr-1 from one E. coli isolate per pulsotype (corresponding to 
pulsotypes I, II, III and the untypeable isolate BB1459) and the K. pneumoniae isolate, were 
successfully transformed in E. coli DH5α. All the plasmid transformed belonged to the 
incompatibility group IncI2 and no coexistence with other antibiotic resistance was observed 
(table 1). Although BB1459 was susceptible to colistin, its transformant was resistant to colistin 
(MIC 4 mg/L), confirming the functionality of the gene.  
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SMX: sulfamethoxazole; TMP: trimethoprim; NAL: nalidixic acid; CIP: ciprofloxacin; AMP: ampicillin; FOT: 
cefotaxime; TAZ: ceftazidime; GEN: gentamicin; CST: colistin; TET: tetracycline; AZI: azithromycin; CHL: 
chloramphenicol; TGC: tigecycline. ND: not determined. a K. pneumoniae. Resistance is highlighted in bold. 
 
  
Tabla 13. Epidemiological data and MICs of the 30 isolates positive for mcr-1 obtained from sewage 
plants in Barcelona, Spain. 











































































































































































































































































Figura 23. Dendrogram of the 29 E. coli positive to mcr-1.Dendrogram was constructed with XbaI-PFGE 
profiles using Bionumerics software (UPGMA cluster analyses based on Dice correlation coefficient, 
tolerance of 2 and optimization of 1%). A cutoff similarity value up to 90% was used to define clones. a 
Isolates with MLST data. 





The discovery of new less toxic drugs such as aminoglycosides, led to the restriction of 
colistin to topical treatments in human medicine while, in veterinary medicine their use was 
indicated for treatment as well as for the prevention of infections (Catry B et al., 2015). The 
alarming rise of antibiotic resistance along with the scarcity of new drugs, is resulting in the lack 
of effective antibiotics (Ventola CL, 2015). As such, colistin has been re-introduced in human 
medicine as a last resort antibiotic despite its toxicity (Liu YY et al., 2016). Until last year, the 
only known resistance mechanism to colistin was mediated by chromosomal mutations. As 
mutational mechanisms of resistance are only transmitted vertically, their dissemination has 
been more confined (Liu YY et al., 2016). Nevertheless, Liu et al. recently described the first 
plasmid-mediated colistin resistance gene, mcr-1, which greatly facilitates the propagation of 
colistin resistance by horizontal gene transfer (Liu YY et al., 2016). Since then, the presence of 
mcr-1 has been reported in many different countries, origins and species (Skov RL et al., 2016). 
Our study highlights the elevated prevalence of mcr-1 in different bacterial species recovered 
without colistin selection from sewage water around Barcelona. 
Aquatic environments play an important role in the dissemination of antibiotic 
resistance, acting as a reservoir where phenomena such as acquisition, transmission and genetic 
evolution of resistance genes are frequent (Marti E et al., 2014). The presence of mcr-1 in water, 
and therefore in the environment, not only facilitates the spreading of colistin resistant clones 
into the population, but also favors the transmission of this gene among different species such 
as pathogenic K. pneumoniae. 
Recently, Prim et al. have reported this plasmid-mediated colistin resistance in 15 
clinical strains of E. coli isolated from patients of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau in 
Barcelona (Prim N et al., 2016) The study underlines the genetic diversity of mcr-1-bearing 
clones in the hospital ( Prim N et al., 2016). In our study, the colistin resistance gene was present 
in two predominant E. coli clones, two unique E. coli as well as in a K. pneumoniae. The 
predominant pulsotypes were isolated from two WWTP, one (Gavà) serving an area consisting 
of a number of cities and towns, and a population equivalent of 370,000 inhabitants, and the 
other (el Prat) which collects the sewage from the south of Barcelona city, corresponding to 
2,000,000 inhabitants. Because sewage waters comprise a mixture from numerous individuals, 
our data provide an optimal representation of what is circulating within the human population. 
In all isolates positive for mcr-1, selected in the absence of colistin, the gene was located on an 
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IncI2 plasmid conferring resistance exclusively to colistin. Our results support the notion that a 
plasmid bearing mcr-1 is circulating among the population of Barcelona predominantly within 
two clones, and it has been transferred to other E. coli as well as to other species such as K. 
pneumoniae.  
Surveillance of resistance is essential to mitigate the threat of antimicrobial resistance 
(CDC, 2013). Because colistin was not used to select the mcr-1 isolates, our approach allowed 
detection of a mcr-1 positive isolate that was nevertheless susceptible to colistin. mcr-1 was 
harbored on a plasmid that we were able to transform, conferring then resistance to colistin. 
Hence, mcr-1 can act as a silent antimicrobial resistance gene, evading phenotypic detection 
which causes treatment failure and favors its dissemination (Enne VI et al., 2006; Deekshit VK et 
al., 2012). The isolate has a different PFGE pattern compared to all the other ones. Thus, the 
genetic context of mcr-1, seems to be responsible for this phenotype. In this sense, we could 
speculate that either the cell wall structure, or the copy number of the mcr-1 IncI2 plasmid could 
be the underlying cause of this phenomenon.  
The lack of selective pressure to colistin in the isolation of these bacteria shows the 
proportion of mcr-1 containing Enterobacteriaceae in river and sewage water. Absence of mcr-
1 bearing isolates in rivers can be due to i) the lack of colistin treated animals/humans 
contaminating the rivers in these sites and to ii) the lower enterobacterial density in river water 
as compared to sewage. Besides the epidemiological observation that shows mcr-1 positive 
isolates circulating in the population, the high prevalence of mcr-1 positive isolates in sewage is 
a risk factor promoting the dissemination of this resistance mechanism to environmental water 
and other ecosystems since, sewage treatment processes reduce but not remove completely 
the antibiotic resistant bacteria from the final effluent (Hendricks R et al., 2012). To safeguard 
the future of colistin, it is essential to adapt a multidisciplinary “One Health” strategy that should 
include control measures from the source, regulating use in human and veterinary medicine, to 












































Imagen: Selman Waksman, Randolph Major y Alexander Fleming discutiendo sobre la técnica 
cross-streak de cribado de antibióticos. Laboratorio de Waksman, Universidad de Rutgers, 
Nueva Jersey, 1940




A lo largo de esta tesis doctoral se han identificado y estudiado mecanismos de 
resistencia frente a antibióticos de gran importancia clínica (bien por ser de uso habitual en el 
tratamiento de infecciones complicadas, como es el caso de los aminoglucósidos, o bien por ser 
de las últimas opciones terapéuticas frente a infecciones causadas por microorganismos 
multirresistentes, como son la colistina o la tigeciclina) presentes en bacterias patógenas de la 
familia Enterobacteriaceae.  
Hemos centrado nuestro trabajo en este grupo de bacterias, ya que su asociación con 
mecanismos de resistencia a antibióticos (como fluoroquinolonas, celafosporinas de tercera 
generación o carbapenemas),las convierte, según la Organización Mundial de la Salud (OMS), en 
unos de los mayores riesgos para la salud pública, no solo por el aumento de la tasas de 
mortalidad ante la falta de disponibilidad de antibióticos efectivos, sino también por el enorme 
impacto en los costes médicos que llevan asociado (WHO, 2014). Todo ello sitúa a la 
enterobacterias en el foco de atención de la OMS, asignándolas prioridad crítica en la búsqueda 
de nuevos antibióticos que permitan el tratamiento efectivo para estos microorganismos 
multirresistentes para los que nos quedamos sin recursos (tabla 14).  
 
a Dentro de Enterobacteriaceae se incluyen Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., 




Tabla 14. Patógenos considerados por la OMS de prioridad máxima en la investigación y desarrollo de 




Puesto que las resistencias antimicrobianas no entienden de fronteras, no hemos 
querido centrar nuestro trabajo exclusivamente en el estudio de la evolución y diseminación de 
las resistencias en el ámbito humano hospitalario, si no que hemos querido ir más allá, 
estudiando el papel de los animales de compañía y del medio ambiente, en la selección y 
propagación de resistencias emergentes que afectan directamente a la salud humana.  
 
1. Origen  de la resistencia a tigeciclina en animales de compañía. 
En el primero de los trabajos presentados en esta tesis doctoral, caracterizamos dos K. 
pneumoniae, obtenidas a partir de muestras de orina de dos perros, que mostraban fenotipo de 
resistencia a tigeciclina. Esta es la primera vez que se detectan dos aislados de origen animal con 
resistencia a tigeciclina. Curiosamente, el mecanismo por el cual resistían a tigeciclina también 
parece ser novedoso, ya que las bombas responsable de la resistencia a tigeciclina en K. 
pneumoniae (AcrAB) y en E. coli (AcrEF) fueron descartadas mediante el análisis de su expresión 
a través de ensayos de qRT-PCR.  El hecho de que el mecanismo de resistencia no sea el 
convencional identificado en los aislados de origen humano, y que sean los primeros aislados 
detectados en perros, podía sugerir que el origen de esta resistencia podría estar en los 
animales. De tal manera que el uso de otros antibióticos, como por ejemplo otras tetraciclinas, 
podía haber favorecido la sobreexpresión de una bomba de eflujo, no relacionada previamente 
con la tigeciclina, que por medio del fenómeno de resistencia cruzada confirió resistencia a 
tigeciclina.  
Sin embargo, el perfil alélico de los dos aislados (MLST) reveló que ambas K. pneumoniae 
pertenecían a STs de origen humano, ST11 y ST147. Lo cual hace replantearse su origen, pues 
también podría haber ocurrido que estas dos K. pneumoniae se encontraran en pacientes 
hospitalizados humanos, que estuvieran recibiendo un tratamiento con tigeciclina. Este 
contacto con la tigeciclina habría seleccionado una nueva bomba de eflujo capaz de extruirla al 
exterior celular, y posteriormente estos aislados se hubieran propagado a los perros.   
Ambas teorías podrían ser ciertas, puesto que aunque generalmente se relaciona la 
aparición de resistencia a tigeciclina con el tratamiento directo con tigeciclina, se han descrito 
casos, tanto in vivo como in vitro, en donde la resistencia tigeciclina aparece, o podría aparecer, 
como resultado de la selección cruzada con otros antibióticos (Hornsey M  et al., 2010; 
Linkevicius M  et al., 2015). 
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2. ¿Estamos ante la presencia de un nuevo mecanismo cromosómico de resistencia a 
tigeciclina? 
 En el primero de nuestros trabajos hemos demostrado que los principales mecanismos 
de resistencia a tigeciclina AcrAB y AcrEF, descritos en K. pneumoniae y en E. coli 
respectivamente, no son los responsables de la resistencia a tigeciclina en nuestros aislados. Sin 
embargo, recientemente se han descrito otras bombas de eflujo en K. pneumoniae relacionadas 
con la extrusión de tigeciclina, por lo que no podemos asegurar que nos encontremos ante un 
nuevo mecanismo de resistencia, sin descartar la implicación de estas nuevas bombas.  
 Es cierto, que en los casos donde se describe la participación de la bomba OqxAB en el 
fenotipo de resistencia a tigeciclina, esta sobreexpresión siempre va acompañada de la 
sobreexpresión de AcrAB (Zhong X  et al, 2014). Aunque este hecho no sería suficiente, para 
descartar la implicación de esta bomba de eflujo en la resistencia a tigeciclina en nuestros 
aislados. Identificar su presencia y analizar su expresión o la participación del regulador rarA, 
sería interesante para descartar su contribución en la resistencia a tigeciclina de nuestras K. 
pneumoniae. 
 Por el contrario la bomba de eflujo KpgAB no se ha visto relacionada con la 
sobreexpresión de AcrAB ni OqxAB, por lo que podría ser un candidato más factible. En este caso 
la identificación de esta bomba y de la IS5 insertada en la región aguas arriba del operón, 
acompañada del análisis de los niveles de expresión, serían los pasos a dar para demostrar la 
implicación de esta bomba en la resistencia a tigeciclina de nuestras cepas.  
 En cuanto a la localización de nuestra bomba de eflujo, los resultados obtenidos por 
PFGE tras la digestión con la nucleasa S1, muestran que cada una de las cepas tiene un plásmido 
de gran tamaño. Solo pudimos transformar y conjugar el plásmido de BB1287, por lo que solo 
de esa cepa podemos descartar que la bomba de eflujo se encuentre en el plásmido de gran 
tamaño.  Como el plásmido de BB1286 no se pudo transformar o conjugar no podemos asegurar 
que la bomba no se encuentre codificada en el plásmido. Además hay que tener en cuenta que 
la técnica de PFGE S1 no sirve para detectar plásmidos de pequeño tamaño por lo que en ningún 
caso podríamos afirmar que la bomba no se encuentra codificada en plásmidos de pequeño 
tamaño. Por lo tanto, para poder descartar que la bomba de eflujo estuviera codificada en un 
plásmido, tendríamos que realizar experimentos de transformación y conjugación utilizando la 
tigeciclina como antibiótico de selección. Puesto que utilizamos la ampicilina y la amikacina en 





3. La  fosfomicina, el gen silenciado. 
 Todos los aislados del estudio de la India mostraron sensibilidad a la fosfomicina, 
excepto una de las cepas, CM27 (CMI 96 µg/ml). Sin embargo, gracias a la secuenciación masiva 
pudimos identificar la presencia en todas las cepas del gen fosA. Este gen de resistencia 
localizado en plásmidos, codifica una metaloenzima que inactiva la fosfomicina. En nuestros 
aislados, fosA se encontraba en contigs con tamaños próximos  a las 300 kb, lo que podría indicar 
que no se encuentra en plásmidos sino en el cromosoma. El análisis de la secuencia nucleotídica 
de la región 5´UTR no mostros ninguna cambio significantivo entre las cepas sensibles y las cepas 
resistentes. Además la secuencia aminoacídica de la proteína tampoco mostro ningún cambio 
sostenido en las cepas sensibles con respecto las resistentes. Es necesario realizar más 
experimentos para determinar la funcionalidad de este gen. Por ejemplo clonar fosA de las WT 
en un vector con expresión controlada con el fin de determinar si la falta de expresión en 
nuestras cepas tiene que ver con mutaciones en sus reguladores de expresión. La interrupción 
de fosA en CM27 seria interesante para conocer si la resistencia a fosfomicina en esa cepa esta 
mediado por fosA o por uno de los otros mecanismos de resistencia a fosfomicina que se 
conocen. Determinar la funcionalida de el gen en estos aislados es de vital importancia, pues si 
todas las cepas portadoras de fosA mediante mutaciones en el gen o en sus reguladores, 
fácilmente tornan a resistentes, la introducción de fosfomicina en la practica clínica en India 
proporcionara la presión necesaria para que se lleven a cabo estas mutaciones y de esta manera 
la fosfomicina rápidamente será un antibiótico ineficaz en el trataeminto de infecciones 
multirresistentes pues todas las bacterias portaran genes silenciados de resistencia a 
fosfomicina. 
 
4. mcr-1,  de las aguas residuales a los ríos. 
 La presencia de clones portadores de mcr-1 en las aguas residuales de dos plantas 
depuradoras de Barcelona es una clara evidencia de la circulación de estos clones entre la 
población de Barcelona. Como hemos discutido previamente, el tratamiento de las aguas 
residuales no elimina totalmente la presencia de bacterias del agua por lo que podemos asumir 
que se están liberando al medio ambiente bacterias portadoras con mcr1. Sin embargo estudiar 
la presencia de estos clones en las aguas depuradas previas a la liberación al medio ambiente 
sería necesario para confirmar la eliminación de mcr-1 al medio ambiente. Tambien seria 
interesante conocer si las aguas residuales de hospitales de la zona vierten directamente a las 
aguas residuales de la ciudad o se someten a un tratamiento previo. Teninedo en cuenta que 
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mcr-1 ya se ha identificado en un hospital que pertenece a la zona de recolección de aguas de 
una de las depuradoras, este estudio nos serviría para determinar si  la presencia de mcr-1 en 
las aguas residuales esta ligada a la eliminación de los hosiptales o si por el contrario estas cepas 
provienen de individuos sanos que eliminan sus aguas residuales al alcantarillado de la ciudad.  
 
5. Clones multirresistentes, exitosos y epidémicos en la India. 
 Hemos detectado la presencia de bacterias multirresistentes epidémicas en el hospital 
Universitario de la India. Además hemos observado que estas bacterias portan plásmidos 
exitosos multirresistentes. El análisis evolutivo de las bacterias y los plásmidos nos sugieren que 
uno de los clones se introdujo con anterioridad en el hospital, y su plásmido ha empezado a 
evolucionar adquiriendo genes de resistencia de tal manera que el plásmido con mayor cantidad 
de genes de resistencia prevalece sobre el plásmido que presenta un mobiloma más pobre. El 
otro clon prevalente parece más nuevo ya que tanto la bacteria como el plásmido presentan 
muy pocas variaciones, sin embargo pese a q apenas ha evolucionado rápidamente se ha 
diseminado por todo el hospital lo cual nos indica que las medidas de contención o de higiene 
son deficientes y favorecen rápidamente la diseminación de las bacterias entre distintos 
departamentos hospitalarios. Por otro lado también hemos detectado un plásmido que ha sido 
capaz de transmitirse entre bacterias de distintos grupos clonales. Además este plásmido ha sido 
identificado en Enterobacter cloacae de un paciente en Australia que recientemente había 
viajado a la zona del norte de India, justo donde está localizado nuestro hospital (Wailan AM  et 
al., 2016). Este hecho podría suponer que estos plásmidos no solo se encuentran localizados en 
nuestro hospital, sino que son clones que se encuentran en la población  
 
6. Problemas en la detección de genes de resistencia. 
 En el caso de mcr-1 no encontramos con el demostrado problema de que uno de los 
aislados que portaba mcr-1 era sensible a colsitina. Sin embargo cuando lo transformamos su 
transformante si tenía fenotipo de resistencia a colistina.  Seria interesante conocer cual o cuales 
son los mecanismos responsables de esta silenciacion genética. Ya que el hecho de tener un gen 
silente pero con alta capacidad de transfmitrise y ser funcional, favorece la diseminación de la 
resisntecia sin embargo a la cepa portadora no le aporta ningún beneficio. 
  Al igual ocurre con el gen fosA encontrado en las cepas de la India. En este caso no 




a las estructuras de fosA funcionales de otros estudios. L a presencia y disemiacion de genes de 
resistencia silentes  suponen incrementar la reserva de  genes resistencias en las bacterias, de 



















































Las conclusiones de esta tesis doctoral son: 
 
Primera. Hemos identificado por primera vez dos aislados clínicos procedentes de animales de 
compañía que presentaban altos niveles de resistencia a tigeciclina, un antibiótico de uso 
exclusivo en hospitales de medicina humana. La presencia de bacterias resistentes a tigeciclina 
en este tipo de animales, que tienen un estrecho contacto con el ser humano, supone una nueva 
y fácil vía de diseminación para este determinante  de resistencia.  
 
Segunda. Hemos demostrado que el principal mecanismo de resistencia a tigeciclina en K. 
pneumoniae a través de la sobreexpresión de la bomba de eflujo AcrAB-TolC, no es el 
responsable de la resistencia a tigeciclina en nuestros aislados de origen animal.  Nuestros 
resultados sugieren que podríamos estar ante la presencia de un nuevo mecanismo de 
resistencia a tigeciclina.  
 
Tercera. Hemos observado una alta prevalencia de la asociación de carbapenemasas como 
blaNDM-1 con metilasas del 16S ARNr en aislados clínicos procedentes del hospital universitario 
de Lucknow, India. Entre estos aislados hemos identificado dos clones exitosos, 
multirresistentes y epidémicos que se distribuían por todos los departamentos del hospital. El 
estudio del plasmidoma relacionado con metilasas, nos reveló la presencia de tres plásmidos 
predominantes y su evolución hacia la multirresistencia.   
 
Cuarta. La fosfomicina es un antibiótico cuyo uso, hasta el momento, no se ha autorizado en 
India y por tanto se propone como una buena alternativa en el tratamiento de infecciones 
multirresistentes en este país ya que sus niveles de resistencia se mantienen bajos.  Nuestros 
aislados a pesar de ser predominantemente sensibles portan el gen de resistencia a fosfomicina 




para revertir fácilmente la sensibilidad de los aislados, conduciendo rápidamente a la 
ineficiencia de la fosfomicina.  
 
Quinta. El primer gen de resistencia a colistina movilizable mediante plásmidos, mcr-1,  está 
presente en 30 aislados procedentes de aguas residuales obtenidas de dos plantas depuradoras 
en Barcelona, lo cual implica que mcr-1 está circulando, principalmente a través de dos clones 
E. coli, entre la población sana.  
 
Sexta. mcr-1 no siempre va asociado a un fenotipo de resistencia pese a que sea un gen 
funcional. Este hecho debe tenerse en cuenta a la hora de desarrollar técnicas de detección.  
 
Séptima. Los resultados de esta tesis doctoral, sirven para establecer medidas de control de la 
diseminación de las resistencias antimicrobianas y en última instancia, predecir la emergencia 






The conclusions for this doctoral thesis are: 
 
First. We have identified the first two clinical isolates obtained from domestic animals with high 
resistance level to tigecycline, a human-medicine-only antibiotic for hospital use. The presence 
of tigecycline resistant bacteria in these types of animals, which have a close contact with 
humans, reveals a new and easy way of dissemination for this resistance determinant. 
 
Second. We have demonstrated that the main resistance mechanism of tigecycline in K. 
pneumoniae, through overexpression of the AcrAB-TolC efflux pump, is not the responsible for 
the resistance in our animal-origin isolates. 
 
Third. We have observed a high prevalence of the association between carbapenemases, like 
blaNDM-1, and 16S rRNA methyltransferases in clinical isolates from human samples of the 
university hospital at Lucknow, India. We identified two epidemic, successful and multiresistant 
E. coli clones distributed throughout the hospital. The characterization of the plasmidome 
related with methylases, revealed the presence of three predominant plasmids and their 
evolution towards multiresistance. 
 
Fourth. Fosfomycin is an antibiotic which, up until now, has not been authorized for its use in 
India. It is therefore proposed as a good alternative for the treatment of multi-resistant 
infections in this country, since its resistance levels are kept low. Our isolates, although 
predominantly sensitive, carried the resistance gene to fosfomycin fosA. The results point out 
that the use of fosfomycin might be enough to easily revert the isolate's sensitivity, quickly 
rendering fosfomycin inefficient. 
 
Fifth. The first mobile colistin resistance gene located in plasmid (mcr-1), was identified in 30 




This implies that mcr-1 is circulating, mainly through two E. coli clones, among the healthy 
population. 
 
Sixth. mcr-1 is not always associated to a resistance phenotype, even when it is a functional 
gene. This fact must be taken into account when developing detection techniques. 
 
Seventh. The results of this doctoral thesis may be used towards the elaboration of control 
measures of the antimicrobial resistance dissemination, and ultimately, predict the appearance 












































Imagen: Anuncio que promueve el uso de la clortetraciclina como aditivo en alimentación 
animal, 1951.












I. Klebsiella pneumoniae ST11 and ST147 highly resistant to tigecycline 
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